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V rámci této diplomové práce byl zkoumán systém hydrogelů na bázi polyelektrolyt-
amfifilní molekula a to zejména jejich solubilizační vlastnosti. Jako tenzid byl použit 
ionogenní kationaktivní cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB). Polyelektrolytem byl nativní 
anionaktivní hyaluronan o různých molekulových hmotnostech - 0,3; 0,9; 1,6 MDa a různé 
koncentraci - 2%, 4%, 6% hmot. Solubilizační experimenty byly provedeny s použitím 
hydrofobního barviva sudánová červeň. Celý systém byl připravován v nejjednodušším 
modelovém systému fyziologického roztoku 0,15 M NaCl a ve vodě. U připravených gelů 
byla zkoumána jejich stabilita, vliv prostředí, molekulové hmotnosti a koncentrace 
hyaluronanu na solubilizaci. Gely byly připravovány v poměru hyaluronan-tenzid 1:1. Cílem 
práce bylo naleznout a optimalizovat vhodný postup pro určení solubilizačních schopností 
pomocí UV-VIS spektrofotometrie. 
ABSTRACT 
In this diploma thesis has been studied system of hydrogels based on interaction between 
polyelectrolyte and surfactants, especially their solubilizing properties. As a surfactant was 
used ionic cationic cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). As a polyelectrolyte was 
chosen native anionic hyaluronan with various molecular weight - 0,3; 0,9; 1,6 MDa and with 
different concentration - 2%, 4%, 6% wt. Solubilization experiments were realized with 
hydrophobic dye sudan red G. The whole system was prepared in the simpliest model system 
of physiological solution 0,15 M NaCl and in water. At the prepared gels was investigated 
their stability, influence of the environment, molecular weight and concentration on 
solubilization. Gels were prepared in rate hyaluronan-surfactant 1:1. The purpose of this 
diploma thesis was to find and optimize the appropriate procedure for determining 
solubilization capacity by using UV-VIS spectrophotometry. 
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Hydrogely vzbuzují v současné době velký zájem vědců s ohledem na jejich jedinečné 
vlastnosti související s uplatněním v biomedicínských a farmakologických aplikacích. 
Zvláštní zájem je věnován tomuto materiálu z důvodu jeho využití jako cíleného nosiče 
léčiva. Cíleným transportem léčiva lze odstranit nežádoucí efekty způsobené především 
nespecifickou distribucí léčiva a je šetrnější vůči pacientovi než dosud využívané metody. 
Jedním z často diskutovaných a zkoumaných témat současnosti je i léčba rakovinného bujení, 
a proto je velká pozornost řady výzkumů věnována vývoji nosičů cytostatik.  
Na využití hydrogelů jako nosičového systému pro cílenou dopravu léčiva se pracuje 
dlouhou řadu let. Kyselina hyaluronová se díky svým výjimečným vlastnostem, jako jsou 
biokompatibilita, biodegradabilita, unikátní chemické a fyzikální vlastnosti a schopnost 
interagovat s receptory na povrchu buněk jeví jako molekula vhodná pro použití v cílené 
distribuci léčiva. Hyaluronan je molekula vysoce hydrofilního charakteru s hydratačním 
obalem, což vede k jeho neschopnosti dopravovat ve vodě nerozpustné léčivo. Velkou řadu 
účinných léčiv běžně voda nerozpustí a jsou hydrofobního charakteru, proto je potřeba 
hyaluronan pro tento účel modifikovat s látkou, která zajistí rozpustnost i hydrofobního 
léčiva. K této modifikaci se využívá, v současné době hojně studovaný systém, fyzikálních 
interakcí s amfifilní molekulou, čímž dochází k tvorbě nosiče typu hyaluronan - tenzid. Díky 
elektrostatickým interakcím je zachována biokompatibilita a biodegradabilita výchozích látek 
tvořících systém. Systém interakce hyaluronan - tenzid představuje jednu z mnoha slibných 
variant, jak by mohl nosičový systém vypadat. Struktura tenzidu umožňuje jednak navázání se 
hydrofofilní částí na řetězec hyaluronanu a zároveň solubilizovat hydrofobní léčivo. 
Hyaluronan zajišťuje vnější ochranu, biokompatibilitu a zabezpečuje cílení léčiva díky 
interakci s receptory.  
Hydrogely na bázi hyaluronan-tenzid se tedy jeví jako vhodný systém pro cílenou dopravu 
léčiv a jsou potencionálně využitelné jako nosiče prospěšných látek při hojení ran nebo 
v kosmetice a v současné době je jim věnován rozsáhlý výzkum.  
Cílem diplomové práce je získat poznatky o výše uvedených systémech a to především o 
jejich solubilizačních vlastnostech, které jsou důležitými parametry pro tyto systémy 




2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kyselina Hyaluronová 
Kyselina hyaluronová je vysokomolekulární biopolysacharid, který byl objevený roku 1934 
Karlem Mayerem a Johnem Palmerem ve sklivci hovězího oka. Jedná se o biopolymer hojně 
rozšířený v přírodě, který má významné biologické funkce u vyšších živočišných druhů 
včetně člověka. Tato kyselina tvoří jednu z hlavních složek extracelulární matrix a její 
fyzikálně chemické vlastnosti ukazují na široké spektrum možností využití této molekuly jak 
v průmyslu, tak v lékařských oborech [1,2]. 
2.1.1 Výskyt 
Kyselina hyaluronová (HyA) se v organizmu nachází spíše jako sodná nebo jiná sůl, proto 
bývá často označována jako hyaluronan nebo hyaluronát. Hyaluronová kyselina byla 
identifikována u měkkých tkání obratlovců (např. v kloubech, kůži, sklivci oka, pupeční 
šňůře, synoviální tekutině) dále v řasách, těle měkkýšů a také v kulturách eukaryotických 
buněk a v některých prokaryotách, kde se vyskytuje jako mukoidní kapsle obklopující buňku. 
Lidské tělo o hmotnosti 70 kg obsahuje přibližně 15 g této látky, přičemž je neustále 
obnovována. Největší množství hyaluronové kyseliny nalezneme v kůži, kde je přítomen jak 
v dermis tak i v epidermis (7,8 g kyseliny/na průměrného dospělého člověka, což je přibližně 
50 % z celkového množství hyaluronanu přítomného v těle). Dokonce i embryo je v určitých 
fázích svého vývoje pokryto tenkou vrstvou hyaluronanu [1]. 
2.1.2 Význam 
Kyselina hyaluronová je velice významná molekula, která je nutná pro správnou funkci 
lidského organizmu. Má mnoho fyziologických funkcí, které se liší v závislosti na typu tkáně, 
ve které se uplatňují. Její aktivita v organismu, je silně závislá na molekulové hmotnosti. 
Obecně platí, že hyaluronová kyselina s vysokou molekulovou hmotností nejeví prakticky 
žádnou biologickou aktivitu ve smyslu regulace pochodů v organismu nebo regulace buněk a 
slouží hlavně jako strukturní jednotka. Naproti tomu hyaluronan s nízkou molekulovou 
hmotností (pod 500 kg.mol-1) má vliv na různé pochody v tkáních a buňkách, přičemž bylo 
prokázáno, že čím nižší je molekulová hmotnost, tím vyšší je biologická aktivita. 
Vysokomolekulární hyaluronan slouží v tkáních jako molekula vytvářející odpor vodě a 
tekutinám proudícím extracelulární hmotou. Podílí se na udržení osmotického tlaku a regulaci 
molekulárního transportu, kde působí jako síto pro postupné propouštění molekul o různé 
molekulové hmotnosti, zprostředkovává iontový transport. V pokožce udržuje hydrataci 
v tkáních, zachovává viskoelasticitu kapalných pojivových tkání, jako je kloubní synoviální 
tekutina a tekutina očního sklivce, kontroluje supramolekulární uspořádání proteoglykanů 
v extracelulární hmotě. Její funkce v organizmu, mimo jiné, je vázat vodu a lubrikace 
pohyblivých částí těla, jako jsou klouby a svaly.  
Nízkomolekulární kyselina hyaluronová se podílí také na biologických procesech jako je 
angiogeneze, mitóza, migrace a proliferace buněčných typů a buněčném dělení. Reguluje také 
funkci granulocytů, ovlivňuje oxidativní poškození tkání a reguluje rychlost produkce 
fibroblastů. HyA se aktivně účastní imunologických procesů jako signální molekula a 
ovlivňuje mobilitu a adhezivitu buněk v rámci jejich proliferace a diferenciace. Tyto jeho 
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imunomodulační vlastnosti se již nyní využívají při urychlení hojení a epitelizace poranění a 
zánětů na kůži. 
Pro molekulu hyaluronanu bylo na povrchu různých typů buněk identifikováno šest 
specifických struktur, které můžeme označit jako receptory. Mezi nejlépe charakterizované 
receptory patří CD44 a RHAMM. Předpokládá se, že oba zasahují do procesu migrace 
zánětlivých a nádorových buněk, ovlivňují jejich invazivitu, adhezivitu a proliferaci. HyA tak 
ovlivňuje zánětlivé a autoimunitní reakce (interakce s receptory CD44 vede k aktivaci 
leukocytů), urychluje regeneraci tkání a reepitelaci, ovlivňuje embryogenezi (vytváří pro nové 
vzniklé diferencované buňky opěrnou síť a současně participuje na udržování stálosti 
prostředí), ovlivňuje angiogenezi (nízkomolekulární HyA jí povzbuzuje, vysokomolekulární 
inhibuje) a moduluje karcerogenezi. Přesný význam v karcerogenezi je v současné době 
předmětem intenzivního bádání. Kyselina hyaluronová pravděpodobně umožňuje nádorovým 
buňkám migrovat skrze extracelulární matrix a tím umožňuje vznik dalších ložisek 
(metastázy). Studium nádorových buněk ukazuje, že tyto buňky obsahují poměrně značnou 
koncentraci HyA, díky čemuž mohou růst a tvořit metastázy. Na druhou stranu kyselina 
hyaluronová má schopnost dopravit na postižené místo požadovanou látku, která může 
rakovinné buňky rozkládat. Tyto schopnosti vzbudili už před lety zájem vědců z hlediska 
využití kyseliny hyaluronové při cílené distribuci léčiva a v současné době jsou součástí 
rozsáhlého výzkumu [1 - 4]. 
2.1.3 Získávání HyA 
V současné době existují dva způsoby pro průmyslovou výrobu kyseliny hyaluronové. 
Jedním z nich je extrakce z živočišných zdrojů, jako jsou hovězí oči a kohoutí hřebeny (které 
obsahují velké množství HyA, až 7,5 mg/mL). Druhým způsobem je potom mikrobiální 
produkce za použití velkoplošných bioreaktorů [1]. 
2.1.4 Chemická struktura 
Kyselina hyaluronová je sacharid vyskytující se přirozeně ve všech živých organizmech. 
Jedná se o lineární molekulu tvořenou opakujícími se disacharidovými jednotkami  
D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou vzájemně spojeny střídáním  
β-1,3 a β-1,4 glykosidické vazby (obr. 1) [2]. 
 
Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [1]. 
Oba cukry jsou prostorově spojené glukózou, která v β konfiguraci umožňuje všem 
objemným skupinám (hydroxylové, karboxylové, acetamidové) být ve stericky příznivé 
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ekvatoriální pozici, zatímco všechny malé vodíkové atomy obsazují méně stericky výhodné 
axiální polohy (obr. 2). To znamená, že struktura disacharidů je energeticky velmi stabilní.  
   
Obr. 2: Vyobrazení prostorového uspořádání funkčních skupin HyA [5]. 
Primární strukturu polysacharidu tvoří nerozvětvený řetězec pravidelně se střídajících 
monosacharidových jednotek spojených glykosidickými vazbami. Sekundární struktura je 
podélně tvořena vodíkovými atomy z CH skupin. Terciární struktura je stabilizována 
mezimolekulárními vodíkovými vazbami. Hydrofobní chování společně s vodíkovými 
vazbami umožňuje spojovat obrovský počet molekul do rozsáhlé molekulové sítě-matrice 
HyA [2]. 
Ze struktury hyaluronanu lze odvodit, že se bude jednat o polymer, který je díky existenci 
velkého množství hydroxylových skupin ve své struktuře schopen vázat vysoké množství 
vody, a který je ve vodě poměrně dobře rozpustný díky nábojové repulzi vyvolané 
karboxylovými skupinami disociovanými při pH hodnotě existující ve tkáni [4]. 
2.1.5 Struktura v roztoku 
Navzdory jednoduché primární struktuře vykazuje kyselina hyaluronová velmi rozdílné 
biologické účinky v závislosti na velikosti molekuly a jejím prostorovém uspořádání. Protože 
je známo, že se tato látka v organizmu nachází spíše jako sodná nebo jiná sůl, prosazuje se 
označení hyaluronan či hyaluronát. Ve vodném roztoku má charakter polyaniontu, díky 
disociaci karboxylových skupin.  
Ve fyziologickém roztoku se HyA zaplétá do zhutňujícího se, nahodile orientovaného 
klubka. Celou strukturu hlavního řetězce ztužuje chemická struktura disacharidů, vnitřní 
vodíkové vazby a interakce s rozpouštědlem. Axiální vodíkové atomy tvoří nepolární, 
hydrofobní část, zatímco ekvatoriální strana řetězce tvoří více polární, hydrofilní tvář, čímž se 
vytváří spirálovitá struktura, kde je nepolární část orientována dovnitř a polární vně do 
prostředí s rozpouštědlem. Přitom dochází i k nevazebné interakci hyaluronanu se samotnou 
vodou, kdy do dřívějších vodíkových vazeb vstupuje molekula vody a tvoří tak spojovací 
článek v můstku mezi vodíkovým a kyslíkovým atomem. Přítomností hydrofilních a 
hydrofobních oblastí se tento polysacharid řadí do skupiny amfifilních látek Roztoky 
hyaluronanu vykazují velmi nezvyklé reologické vlastnosti, jsou mimořádně kluzké a velmi 
hydrofilní. V roztoku řetězce polymerního hyaluronanu expandují do náhodných klubek. Už 
při velmi nízkých koncentracích se tyto řetězce zamotávají vzájemně mezi sebou, což přispívá 
k nezvyklým reologickým vlastnostem. Při vyšších koncentracích mají roztoky extrémně 
vysokou viskozitu, která závisí na smykovém tření, kdy se zvyšováním smykového tření 




injekční jehlou. 1 % roztok se chová jako želatina, ale když je vystaven působení tlaku tak se 
snadno pohybuje a může být právě podáván pomocí malé injekční jehly. Proto je označován 
za pseudoplastický materiál. Mimořádné reologické vlastnosti roztoků hyaluronanu z nich 
dělají ideální maziva, lubrikanty. Viskoelastické vlastnosti kyseliny hyaluronové ve vodném 
prostředí závisí na hodnotě pH. Se změnou pH dochází k ionizaci řetězců HyA, změně 
mezimolekulových interakcí a zároveň tedy ke změně reologických vlastností. Hyaluronan se 
rozpouští ve vodě za vzniku viskoelastického roztoku.  
Polymer tedy v roztoku vytváří uspořádání dvakrát stočené šroubovice, které lze vysvětlit 
vodíkovou vazbou mezi hydroxylovými skupinami podél řetězce a každá disacharidová 
jednotka je pootočena o 180 ° vůči té předchozí a následující. Jako výsledek je formována 
stočená (svinutá) struktura, jak je vidět na obr. 3, která zachycuje přibližně 1 000 krát větší 
hmotnost vody [2, 5, 6]. 
 
Obr. 3: Spirálová struktura HyA v roztoku (modré vlákno představuje hydrofilní strukturu a 
červené hydrofobní strukturu) [5]. 
2.1.6 Polymerní struktura 
Enzym hyaluronan syntáza, který zajišťuje syntézu HyA, syntetizuje velké, lineární 
polymery tvořené opakujícími se disacharidovými strukturami hyaluronanu střídáním 
glukuronové kyseliny a N-acetylglukosamidu. Enzym v podstatě spojuje aktivovanou 
kyselinu glukuronovou s N-acetylgylukosamidem. Počet opakování disacharidových jednotek 
v konečné molekule hyaluronanu může dosáhnout 10 000 a více, o molekulové hmotnosti ~ 
4 miliony Da (každý disacharid ~ 400 Da). Průměrná délka disacharidu je ~ 1 nm. Takže 
hyaluronová kyselina o 10 000 opakování by se mohla roztáhnout na velikost 10 μm, což je 
délka přibližně rovná průměru lidského erytrocytu [2]. 
2.1.7 Aplikace 
Unikátní viskoelastický charakter (1) kyseliny hyaluronové spolu s biokompatibilitou (2), 
neimunogenitou (3), vysokou hydroskopicitou (4) a schopností rozkladu na bezpečné 
produkty (5) vede k jeho použití ve spoustě klinických aplikací.  
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Hyaluronan se převážně používá v kosmetice, v oftalmologii, v estetické medicíně, 
v chirurgii a hojení ran, aktuálně jako cílené nosiče léčiv, a tkáňovém inženýrství [1]. 
1. Vodné roztoky HyA vykazují vlastnosti gelu (pružnost), ale i vlastnosti kapaliny 
(viskozita). Reologickými měřeními je prokázáno, že roztoky HyA se chovají jako 
pseudoplastické materiály, jejichž viskozita klesá se vzrůstající smykovou rychlostí. Mnoho 
z lékařských využití HyA je právě založeno na tomto pseudoplastickém chování. 
2. Vzhledem k tomu, že HyA je přirozenou součástí lidských tkání, je vysoce 
biokompatibilní. Je to vlastnost, která je nezbytná pro biomedicínské aplikace 
3. Molekuly kyseliny hyaluronové mají stejnou strukturu ve všech živočišných druzích a ve 
všech tkáních a proto nikdy „neupozorní“ imunitní systém. 
4. Výborná schopnost polymeru udržet vodu je spojena s jeho hydrofilním chemickým 
charakterem. Díky přítomnosti karboxylových skupin v řetězci se chovají jako polyelektrolyty 
ve fyziologickém pH (pKa HyA = 2.9) [1]. Ve vodném prostředí mohou molekuly HyA 
expandovat až na tisícinásobek svého objemu a tvoří hydratovanou doménu. 
5. HyA je in vivo degradován převážně hydrolýzou katalyzovanou hyaluronidázami. Tato 
hydrolýza poskytuje biokompatibilní produkty. Bylo odhadnuto, že poločas rozpadu HyA 
v kůži je asi 24 hodin, v oku 24-36 hodin, v chrupavce 1-3 týdny a 70 dní ve sklivci [1]. 
2.1.7.1 Ortopedická aplikace 
HyA hraje důležitou roli ve vývoji chrupavky, regeneraci šlach, údržbě synoviální tekutiny. 
Nachází se v extracelulární matrix všech pojivových tkání, kostí a chrupavčitých struktur. 
Díky viskoelastickému charakteru působí hyaluronan (o vysoké molekulové hmotnosti) 
v kolenním kloubu jako lubrikant a mazivový tlumič a zmenšuje tak opotřebení kloubů. 
U artritických onemocnění dochází k poškození chrupavky, synoviální membrány a změně ve 
složení synoviální tekutiny a dochází tak ke ztrátě reologických vlastností, snížení 
lubrikačních a protektivních tlumivých vlastností a tím i zhoršení pohyblivosti kloubů 
a bolestivosti. Pomocí nitrokloubní aplikace kyseliny hyaluronové, tzv. viskosuplumentace 
dochází k obnově žádoucích vlastností synoviální tekutiny a úpravě reologických vlastností 
v kloubu, které umožňují správnou funkci kloubu u pacientů postižených osteoporózou. Díky 
pseudoplastickému chování HyA snižuje při pomalém smykovém pohybu tření kloubních 
ploch – lubrikační funkce, naopak při rychlém smykovém pohybu absorbuje mechanickou 
sílu, které je kloub vystaven – viskoelastická funkce (tlumič nárazů). Injekčně podaná HyA 
přímo do postiženého kloubu plní právě tyto funkce [2, 7, 8]. 
2.1.7.2 Antiadhezní aplikace 
Mezi přilehlými vrstvami tkání s orgány po operaci se tvoří tzv. pooperační adheze, které 
brání hojení ran a často jsou pak nutné opakované složité chirurgické zákroky k úspěšnému 
zhojení. Pooperační srůsty se vyskytují téměř po všech chirurgických operacích v oblasti 
břicha a pánve, což může způsobovat bolesti břicha nebo pánve, obstrukce střev a ženskou 
neplodnost. Polymer je vhodný pro aplikace, které vyžadují minimální buněčné adheze. 
Bariéry vytvořené ze síťovaného HyA díky své viskozitě přilnou k povrchu tkáně a vytváří 
tak antiadhezní bariéru, která zajistí separaci přilehajících tkání po dobu fáze hojení 
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následující po chirurgickém zákroku. Navíc, přilnutí bakterií k biomateriálu může vyvolat 
infekce a představuje pro pacienta velký risk, s ohledem na tuto skutečnost, se používá také 
esterifikovaná HyA k prevenci bakteriální adhezi u zubních implantátů, nitroočních čoček a 
katetrů [2, 9]. 
2.1.7.3 Oftalmologie 
Kyselina hyaluronová je přirozená složka sklivce oka a proto nachází mnoho úspěšných 
aplikací v oční chirurgii i ke zvlhčení oka. Fyziologický účinek HyA je založen na schopnosti 
vázat vodu nebo jí zadržovat. Hyaluronová kyselina je částečně použitá jako vyplňující hmota 
oka a používá se jako nitrooční injekce v průběhu operace šedého zákalu k udržení tvaru 
přední komory (zajišťuje tak prostor během chirurgického zákroku) a ochraně endotelu 
rohovky (snižuje riziko poškození operačními nástroji). Slouží jako náhrada nebo doplnění 
tekutiny sklivce, která byla ztracena během procedur, jako jsou operace šedého zákalu nebo 
implantace čočky. Přidává se také do očních kapek, aby pomáhala obnovovat oční tkáň. 
Navíc, roztoky HyA také slouží jako viskozitu zvyšující složka očních kapek (oční kapky na 
vodném základu se z více jak 75 % ztrácí během prvních dvou minut slzným odvodným 
systémem a HyA tak prodlužuje retenci) a jako podpůrná léčba při nápravě tkání oka. U 
postižených syndromem suchého oka působí preventivně v oblasti vzniku zánětů a popř. 
podporuje jejich hojení. Stabilizuje slzný film a tím má nezastupitelnou úlohu v ochraně 
rohovkového epitelu [2, 10]. 
2.1.7.4 Dermatologie a hojení ran 
Kyselina hyaluronová je přirozeně přítomná ve vysokých koncentracích v pokožce a 
měkkých spojovacích tkáních. Proto je vhodný materiál k podpoře kožní regenerace a 
v oblasti plastické chirurgie. Během poranění tkáně jsou jednotlivé složky extracelulární 
matrix (ECM) poškozeny jak mechanicky, tak i bakteriálně. U zdravých jedinců se rány 
většinou hojí relativně v krátkém čase a bez komplikací. Zpomalené hojení nebo tvorba 
chronické nehojící se rány může být způsobena faktory jako je vyšší věk, infekce, žilní 
onemocnění nebo diabetes. V takovém případě stimuluje exogenní aplikace HyA reparační 
proces a urychluje hojení ran.  
Molekuly hyaluronanu o nízké molekulové hmotnosti aktivují imunitní buňky a ovlivňují 
tak první fázi hojení - zánět a aktivují buňky zodpovědné za regeneraci. Hyaluronan v místě 
postižení tvoří vlhké prostředí, čímž podpoří syntézu dalších buněk pojivové tkáně, čímž je 
zajištěno správné uspořádání ECM. Hyaluronan o nízké molekulové hmotnosti (pod 200 kDa) 
funguje jako signální molekula. Vysokomolekulární hyaluronan tvoří v extracelulárním 
prostoru síťovitou strukturu a díky tomu může interagovat s proteoglykany, proteiny a 
buněčnými receptory. Podílí se tedy na organizaci ECM a integruje do ní jednotlivé buňky.  
Bylo zjištěno, že zesítěné filmy HyA hydrogelů urychlují hojení hlubokých ran tím, že 
poskytují vysoce hydratované a neimunogenní prostředí, které je příznivé pro léčbu tkání. 
HyA je významnou a aktivní složkou, která podporuje fyziologický proces zajizvování.  
Hyaluronová kyselina je také úspěšně aplikována v kosmetické oblasti ke zvětšení objemu 
měkkých tkání. Je prokázáno, že vstřikováním do kožní vrstvy může dlouhodobě zredukovat 
mimické vrásky. Používá se také ke zvětšení objemu rtů a k vyplnění hlubších jizev. Její 
konzistence a tkáňová přívětivost umožňuje použití v produktech s péčí o pleť jako vynikající 
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hydratační krémy zpomalující stárnutí pokožky. Kyselina hyaluronová je jedna z nejvíce 
hydrofilních molekul v přírodě a může být charakterizována jako přirozený zvlhčující 
přípravek. V kosmetice se používá jako součást denních i nočních krémů, jako regenerační 
přípravek, přípravek po opalování, po holení a jako součást dekorativní kosmetiky [2, 11, 
12].  
2.1.7.5 Kardiovaskulární aplikace 
Díky jeho adhezivním vlastnostem bylo prokázáno, že HyA je také účinný pro zvýšení 
krevní kompatibility kardiovaskulárních implantátů, jako jsou cévní štěpy. Např. povrchy 
biomateriálů léčené pomocí zesítěných HyA byly spojeny se sníženou adhezí krevních 
destiček a tvorbou trombů. Navíc, HyA deriváty s vysokým stupněm sulfonace jsou 
spojovány se vzrůstající schopností zabránění krevní koagulaci [2]. 
2.1.7.6 Cílená distribuce léčiv 
Současné metody distribuce léčiv narážejí při léčbě na určité problémy během léčebné 
terapie. Účinky některých léčiv mohou být limitovány nebo redukovány, protože dochází 
k jejich degradaci dříve, než dorazí na cílené místo účinku. Dalším problémem jsou nežádoucí 
účinky podaných léčiv během distribuce na zdravou tkáň a jejich nestálost při nízkém pH 
během průchodu žaludkem. Tyto nežádoucí efekty lze odstranit cílenou distribucí léčiv. 
Cílená distribuce léčiv za využití derivátu hyaluronanu, především v oblasti rakoviny, 
zaznamenává v současné době velký vzestup. Hyaluronan je vysoce hydrofilní polymer 
s masivním hydratačním obalem. Proto jej lze přímo využít pro dopravu nepolární látky. 
Jelikož má řada účinných léků hydrofobní charakter, musí být hyaluronan pro zmíněné 
použití hydrofóbně modifikován, což ale může ovlivnit jeho biologickou aktivitu a 
kompatibilitu. Lepším způsobem je vazba hyaluronanu fyzikálními interakcemi s nějakým 
vhodným molekulárním partnerem, který zajistí rozpustnost hydrofobního léčiva. Například 
kombinace hyaluronan-tenzid může být vhodným typem takových agregátů. Struktura tenzidu 
umožňuje solubilizovat hydrofobní léčivo zatímco hyaluronan zajišťuje vnější ochranu a 
biokompatibilitu celého systému a obstarává cílení systému [3]. 
2.2 Tenzidy 
2.2.1 Struktura 
Tenzidy jsou obecně látky, jejichž molekula se skládá z polární (hydrofilní) a nepolární 
(lipofilní) části (obr. 4). Tato struktura se označuje jako amfifilní. Nepolární část molekuly 
tvoří obvykle dlouhý uhlovodíkový řetězec a polární část je tvořena výrazně polární skupinou 
(např. - COOH, - SO3H atd.). Pro lepší rozpustnost tenzidů ve vodě se častěji využívají sodné 
či draselné soli vzniklé substitucí atomu vodíku v polárních skupinách atomy sodíku či 








Podle schopnosti disociovat ve vodném roztoku se tenzidy rozdělují na ionogenní a 
neionogenní. 
Ionogenní 
Aniontové – disociují za vzniku povrchově aktivních aniontů. Hlavními představiteli této 
skupiny jsou alkalické soli vyšších mastných kyselin. Skupina COO- je příčinou rozpustnosti 
ve vodě, uhlovodíkový řetězec představuje část nerozpustnou, která jej příčinou asociace. 
Kationtové – disociují za vzniku povrchově aktivních kationtů. Mezi představitele patří soli 
čtyřsytných amonných bází (cetyltrimetylamoniumbromid) nebo pyridinové sloučeniny 
substituované na atomech dusíku (cetylpyridiniumchlorid). 
Amfoterní – molekula obsahuje i bazickou i kyselou funkční skupinu, takže náboj micely 
zde závisí na pH (např. lecitin). 
Neionogenní – nejsou schopné elektrolytické disociace, obvykle se skládají z dlouhého 
uhlovodíkového řetězce s několika polárními, ale neionogenními skupinami na konci 
(hydroxylové, esterové skupiny), které zajišťují rozpustnost těchto sloučenin [14]. 
2.2.3 Cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB) 
Typickým představitelem kationaktivního tenzidu je cetyltrimethylamoniumbromid 
(CTAB), systematický název hexadecyltrimetylamoniumbromid, funkční vzorec 
C16H33N(CH3)3Br (obr. 5), který ve vodném prostředí vykazuje kladný náboj a tvoří micely. 
Jedná se o kvartérní amoniovou sloučeninu, která obsahuje hydrofilní část, s kladným 
nábojem, kterou je kvarterní dusík. Hydrofobní konec tvoří řetězec se šestnácti uhlíky. CTAB 
se používá jako antiseptikum proti houbám a bakteriím, pro přípravu pufrových roztoků pro 
extrakci DNA, při syntéze zlatých nanočástic a dále se přidává do vlasových kondicionérů. 
Dodává se jako bílá krystalická látka. Používá se jako modelový systém při studiu vlastností 
asociativních koloidů [15, 16]. 
 
Obr. 5: Struktura CTAB [15]. 
2.2.4 Vlastnosti 
Tenzidy se při nízké koncentraci shromažďují na fázovém rozhraní a snižují tak povrchové 
napětí rozpouštědel. Při vyšší koncentraci, tzv. kritické micelární koncentraci (CMC) dochází 
k asociaci amfifilních molekul do agregátů tzv. micel. Ve vodném prostředí tvoří jádro micely 
navzájem propletené uhlovodíkové řetězce molekul tenzidů a jejich polární skupiny jsou 
rozmístěny na vnějším povrchu micely (obr. 7). Tím je dosaženo minimálního styku mezi 
molekulami vody a hydrofobní částí molekuly. Micely se mohou tvořit i v nevodném 
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prostředí, kde vznikají tzv. obrácené micely, jejichž jádro tvoří polární skupiny, zatímco 
uhlovodíkové řetězce směřují ven do nepolárního prostředí. CMC je tedy nejvyšší možná 
koncentrace, při níž je tenzid v roztoku v molekulové, popř. iontové formě. Hodnota CMC 
kolísá pro různé povrchově aktivní látky v rozmezí 10-5 až 10-3 mol.l-1. Při kritické micelární 
koncentraci se v důsledku vzniku micel mění směrnice koncentračních závislostí mnohých 
fyzikálně-chemických vlastností roztoků tenzidů. Jak ukazuje obr. 6, je tato změna zvláště 
výrazná u povrchového napětí, molární vodivosti, osmotického tlaku a turbidity.  
      
       
CMC závisí na délce a struktuře uhlovodíkového řetězce (u ionogenních s rostoucí délkou 
uhlovodíkového řetězce klesá), na vlastnostech hydrofilní skupiny (při stejné délce 
uhlovodíkového řetězce je CMC neionogenních tenzidů nižší než ionogenních) a u tenzidů i 
na vlastnostech protiiontů vzniklých disociací (CMC klesá se zvyšujícím se nábojem 
protiiontů). Hodnota CMC se může také zvyšovat (inogenní tenzidy) anebo snižovat 
(neionogenní tenzidy) s rostoucí teplotou. Ovlivňuje jí také přítomnost dalších látek 
v roztoku. Jednoduché anorganické elektrolyty snižují její hodnotu a to tím více, čím je vyšší 
koncentrace elektrolytu a čím je vyšší mocenství opačně nabitého iontu [14,17]. 
2.3 Solubilizace 
Tenzidy díky své amfifilní struktuře umožňují solubilizaci. Solubilizace je charakterizována 
jako schopnost rozpouštět i látky v daném rozpouštědle obvykle nerozpustné nebo jen málo 
rozpustné, a to přidáním jedné nebo více amfifilních sloučenin nad hodnotu kritické micelární 
koncentrace. Látky se mohou solubilizovat uvnitř micel až po agregaci tenzidů [14]. 
2.3.1 Mechanismus solubilizace  
Mechanismus solubilizace může být různý dle polarity solubilizované látky: 
Obr. 6: Fyzikální vlastnosti roztoků PAL [14]. 
 





Nepolární látky -  jsou v čistém vodném disperzním prostředí nerozpustné (např. 
uhlovodíky) nebo slabě rozpustné, vstupují do jádra micely. Tímto způsobem lze dosáhnout 
rozpustnosti látek běžně ve vodném prostředí nerozpustných (obr.8a). 
Polárně-nepolární organické látky – např. nižší alkoholy a aminy, jejichž  uhlovodíkový 
řetězec není dost dlouhý na to, aby mohl samostatně asociovat v micely, mohou vstupovat do 
struktury micel asociativních koloidů tak, že jejich uhlovodíkové řetězce směřují dovnitř 
micel a polární skupiny do vodné fáze. Tyto povrchově aktivní látky se označují jako  
ko-surfaktanty (obr.8b) 
Polární látky - jsou solubilizovány na povrchu micely nebo v těsné blízkosti povrchu 
(obr.8d).  
Neionogenní tenzidy – většinou obsahují polyoxyetylenové skupiny a molekuly 
solubilizátu se rozmísťují v okrajových částech micel mezi zohýbanými oxyetylenovými 
řetězci, molekuly nepolární povahy blíže jádru micely (obr. 8c). 
 
 
Obr. 8: Mechanismus solubilizace: a) nepolární látky, b) polárně-nepolární látky, 
c) neionogenní tenzidy, d) polární látky [18]. 
Nejčastějším mechanismem solubilizace je ale rozpouštění nepolárních látek v jádru 
micely. Během solubilizace dochází k růstu hmotnosti micel v důsledku zabudování molekul 
solubilizátu do micely, díky čemuž se zvětší objem hydrofobního jádra a musí se tedy zvětšit i 
počet molekul surfaktantu, které tvoří micelu. Chemické struktury tedy určují preferovanou 
polohu pro případné substituenty, umístění těchto molekul se ale v průběhu času může měnit. 
Ve zředěných roztocích vznikají malé kulovité micely. S rostoucí koncentrací roztoku se 
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zvětšuje rozměr micel a uhlovodíkové řetězce se v nich stále více orientují navzájem 
rovnoběžně. Optimální poloměr kulové micely odpovídá obvykle délce uhlovodíkového 
řetězce a agregační číslo (počet molekul povrchově aktivní látky v micele) desítkám až 
několika málo stovkám molekul PAL [18]. 
V systému tenzid/nepolární rozpouštědlo, kde je orientace micely obrácená (hydrofilní 
jádro a hydrofobní povrch), interakce polárních částí tenzidických molekul poskytují nejen 
hnací sílu procesu agregace, ale také příhodné místo pro rozpuštění polárních aditiv [14]. 
2.3.2 Faktory ovlivňující solubilizaci 
Solubilizační kapacita micel je definována jako počet molu solubilizátu na mol micel 
tenzidu a je dána poměrem (Sw-SCMC)/(Csurf-CMC), kde Sw je molární rozpustnost solubilizátu 
ve vodném systému, SCMC je molární rozpustnost při CMC a Csurf je molární koncentrace 
tenzidu. Solubilizační kapacita často zůstává pro konkrétní povrchově aktivní látky v širokém 
koncentračním rozmezí nad CMC konstantní. Obecně lze říci, že solubilizační kapacita u 
polárních solubilizátů je větší než u nepolárních. Faktory zvyšující solubilizační kapacitu jsou 
ty, které napomáhají micelizaci. Množství látky, které je schopna solubilizovat jedna micela 
závisí na podílu části micely, kde solubilizace probíhá a tento obsah závisí na tvaru micely 
[19]. 
Stupeň solubilizace je také ovlivněn teplotou systému. Změna teploty může ovlivnit 
intermolekulární interakce mezi rozpouštědlem a rozpouštěnou látkou. Obecně platí, že k 
největšímu nárůstu solubilizační schopnosti dochází pro látky s nejnižší počáteční 
solubilizační silou. U neionogenních tenzidů dochází se zvyšováním teploty také ke 
zvyšování stupně solubilizace a množství solubilizované látky. Solubilizace u ionogenních 
tenzidů je dosaženo už během pokojové teploty. Schopnost solubilizace také ovlivňuje 
struktura solubilizované látky. Obecně vykazují pevné krystalické látky menší schopnost 
solubilizace než kapaliny, které mají více podobnou strukturu. Přídavek neutrálního 
elektrolytu do roztoku iontového tenzidu vykazuje nárůst rozsahu solubilizace nepolárních 
látek, které jsou solubilizovány uvnitř jádra a pokles polárních látek, které jsou solubilizovány 
na vnější straně micel. To je způsobeno tím, že neutrální elektrolyt v roztoku iontového 
tenzidu snižuje repulzi mezi nabitou hydrofilní skupinou iontového tenzidu a tím snižuje 
CMC, ale agregační číslo (počet molekul tenzidu tvořících jednu micelu) a objem micel roste. 
Nárůst agregačního čísla má za následek nárůst solubilizace uhlovodíků. Pokles repulzí 
iontových hydrofilních částí micel způsobuje jejich kompaktnější uspořádání. Tím snižuje 
objem micely, kde je možná solubilizace polární látky. Naopak přídavek elektrolytu snižuje 
CMC a zvyšuje se agregační stupeň. Další faktor, který může ovlivnit solubilizaci je pH a 
tlak. Tenzidy, které vykazují citlivost na změny pH, jako jsou například karboxylové soli, 
vykazují i změny rozpustnosti [18]. 
2.3.3 Využití  
Solubilizace ve vodném prostředí má praktický význam v oblastech, kdy dochází k 
vytváření produktů, které obsahují ve vodě nerozpustné složky. Příkladem těchto oblastí může 
být detergence, micelární katalýza organických reakcí, emulzní polymerace, separace látek 
pro výrobu, dekontaminační technologie. Solubilizace v nevodném prostředí má praktický 
význam v suchém čištění. Solubilizace nachází uplatnění ve farmaceutické technologii, která 
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se často potýká s množstvím léčivých látek, které jsou ve vodném prostředí prakticky 
nerozpustné a vykazují tak nízkou biologickou dostupnost. Pokud se zaměříme na význam 
pro výzkum tenzidů a hyaluronanu, pak díky solubilizaci máme možnost do jádra micely 
inkorporovat hydrofobní látky. Pomocí solubilizace, lze upravit lékovou formu vedoucí ke 
zvýšení rozpustnosti a tím i k dosažení potřebné terapeutické hladiny léčiva v organizmu. 
Micely tak mohou sloužit jako cílené nosiče léčiv [20]. 
2.4 Gely 
Gely vznikají procesem gelatinizace, kdy některé disperze tuhých látek v kapalinách mají 
schopnost tvořit gel. Z hlediska struktury lze gely charakterizovat jako koloidní systém, který 
je tvořen trojrozměrnou sítí, vytvářející souvislou strukturu prostupující celým disperzním 
prostředím. Prostorová síť je vytvořena vlivem chemických nebo fyzikálních sil, které spojují 
disperzní částice. Přesto, že je disperzní prostředí kapalné, mají gely v důsledku existence 
prostorové sítě mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhý stav. Odstraněním disperzního 
prostředí dochází k vzniku xerogelu [14, 21]. 
2.4.1 Dělení gelů 
Dle chování ve vysušeném stavu se gely rozdělují: 
Reverzibilní gely - při vysoušení zmenšují objem a dochází ke vzniku xerogelu. Při styku s 
disperzním prostředím přechází nazpět tzv. botnáním do původního stavu. 
Ireverzibilní gely - při vysoušení téměř nemění svůj objem a při styku s disperzním 
prostředím nedochází k opětovnému vzniku gelu. Přeměna ireverzibilního gelu na xerogel je 
tedy nevratná. 
Dle charakteru disperzních soustav se gely rozdělují: 
Hydrogely – s vodným disperzním prostředím. 
Organogely – s disperzním prostředím tvořeným organickou kapalinou. 
Izogely – makromolekulární gely, kde je disperzní prostředí monomerem disperzního 
podílu (např. polystyren ve styrenu). 
Gely lze dále rozdělit i podle řady dalších hledisek. Podle chemického složení se klasifikují 
na anorganické a organické. Podle povahy sil, které udržují síťovitou strukturu je lze dělit na 
fyzikálně nebo kovalentně síťované gely. Fyzikálně síťované gely vznikají spojováním úseků 
polymerních řetězců působením vodíkových vazeb nebo van der Waalsových a polárních sil 
do tzv. uzlových oblastí. Kovalentně síťovaný gel představuje trojrozměrnou síťovitou 
strukturu tvořenou chemickými vazbami. 
Na průběh gelace má vliv teplota, koncentrace, pH. Zvyšující teplota obvykle brání vzniku 
gelu, protože roste intenzita tepelného pohybu jednotlivých segmentů a v tomto důsledku 
klesá počet i doba trvání vazeb mezi makromolekulami. Naopak se zvyšující se koncentrací 
roste počet srážek makromolekul a zvětšuje se tím i počet vazeb, které se vytvářejí v objemu 
gelu. Gelace probíhá nejlépe při hodnotě pH, která odpovídá izoelektrickému bodu [14,21]. 
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2.4.2 Botnání gelů 
Botnání je proces, který probíhá pouze u reverzibilních gelů, kde dochází k pohlcování 
nízkomolekulárního rozpouštědla xerogelem, který tím zvětšuje svůj objem a vzniká lyogel, 
kde pohlcovaná kapalina tvoří disperzní prostředí. Botnání lze rozdělit na omezené a 
neomezené. 
U omezeného botnání dochází k pohlcování kapaliny xerogelem, které se zastaví ve fázi 
elastického lyogelu a další kapalina již není pohlcována, i pokud je v přebytku. K omezenému 
botnání dochází v případě, že síť je tvořena kovalentními vazbami nebo je polymer s daným 
rozpouštědlem omezeně mísitelný.  
U neomezeného botnání dochází k pohlcování kapaliny xerogelem za přítomnosti 
dostatečného množství rozpouštědla, kdy po dosažení určitého stupně nabotnání zanikají 
styčné body a jednotlivé makromolekuly přecházejí do roztoku. Neomezeně botnají xerogely 
s fyzikálními spoji. 
Rychlost botnání vždy vzrůstá s teplotou a je ovlivněno také přítomností 
nízkomolekulárních látek a hodnotou pH.  
2.4.3 Vlastnosti gelů 
2.4.3.1 Mechanické vlastnosti 
I když je disperzní prostředí kapalné, mají gely v důsledku svého uspořádání mechanické 
vlastnosti charakteristické pro tuhý stav. Gel odolává tečnému napětí do určité hodnoty tzv. 
kritického napětí. Pod touto hodnotou se chová jako elastické tuhé těleso. Hodnota závisí na 
počtu uzlů a na jejich pevnosti, čím více je vazeb mezi řetězci polymeru, tím rigidnější je 
vzniklá prostorová síť, naopak reverzibilní gely s kovalentními vazbami, které obsahují malý 
počet uzlů, jsou značně elastické. Některé reverzibilní i ireverzibilní gely s fyzikálními spoji 
vykazují zřetelné tixotropní vlastnosti. 
2.4.3.2 Elektrická vodivost, difuzivita 
Malé molekuly a ionty rozpuštěných látek se pohybují v disperzním prostředí v 
mezisíťovitých prostorách téměř stejně rychle jako v odpovídajícím solu. Elektrická vodivost 
gelů zůstává tedy téměř stejně vysoká jako v solu. I difuzivita nízkomolekulárních látek 
v gelu je téměř neměnná, i přesto že prudce vzrůstá viskozita soustavy. Díky síťovité 
struktuře není difuzivita z nízkomolekulárních látek téměř ovlivněna prouděním ani tepelnými 
konvekcemi. 
2.4.3.3 Stárnutí gelů 
U čerstvých gelů probíhá řada samovolných jevů, protože tyto systémy nejsou 
v termodynamické rovnováze. Během tohoto procesu tzv. stárnutí gelu roste počet styčných 
bodů a síťovitá struktura se smršťuje. Část původní kapaliny, pro kterou už v gelu není místo 
je vytlačována a oddělí se od gelu, tento jev se označuje jako synereze. Synereze je 
podporována zvýšením teploty anebo přídavkem elektrolytu. 
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Gely nachází díky svým vlastnostem uplatnění v celé řadě průmyslových odvětví jako je 
například biomedicína, elektronický průmysl, výroba inteligentních materiálů, nanomateriálů, 
kosmetologie, farmacie [14]. 
2.5 Hydrogely 
Hydrogely někdy zvané hydrofilní gely jsou charakterizovány jako zesítěné polymerní 
materiály absorbující významné množství vody bez rozpouštění. Schopnost zadržovat vodu 
činí hydrogely materiály s unikátními vlastnostmi. Schopnost hydrogelů absorbovat vodu 
vychází z hydrofilních funkčních skupin připojených k hlavnímu polymernímu řetězci, 
zatímco jejich odolnost vůči rozpouštění vzniká z vazeb mezi řetězci sítě. Funkční skupiny 
obsažené na řetězci mohou být např. hydroxylové (-OH), karboxylové (-COOH), amidické 
(-CONH) nebo sulfonické (-SO3H). Voda uvnitř hydrogelu umožňuje volnou difúzi některých 
rozpuštěných molekul, zatímco polymer slouží jako hmota držící vodu pohromadě. Zesítěné 
řetězce v gelu jsou vzájemně propojeny, tak že tvoří jednu velkou molekulu makroskopické 
úrovně. Hydrogel má vlastnosti kapaliny i pevné látky, které jsou příčinou mnoha zajímavých 
vlastností, které nemá čistá kapalina ani pevná látka. Hydrogely se projevují radikálními 
změnami objemu v reakci na specifické vnější podněty, jako je teplota, kvalita rozpouštědla, 
pH, elektrické pole atd. [22]. 
Termín hydrogel tedy popisuje trojrozměrnou síťovitou strukturu získanou ze syntetických 
nebo přírodních polymerů, které mohou absorbovat a udržet velké množství vody. Hydrogely 
připravené z přírodních materiálů nalézají velké uplatnění díky svojí biokompatibilitě, toxicitě 
a biodegradabilitě v medicíně. Často používanou přírodní látkou pro tyto účely je kyselina 
hyaluronová. Hydrogely můžeme všeobecně klasifikovat na chemické nebo fyzikální. 
Chemické hydrogely jsou také označovány jako permanentní, protože vodíková vazba je zde 
nahrazena silnější a stabilnější kovalentní vazbou a jejich struktura je tvořena pevnou 
chemickou vazbou. Kovalentní struktura gelu se nemůže rozpouštět, pouze pohlcuje kapalinu, 
čili botná. Fyzikálně síťované gely se označují jako reverzibilní a síť je zde držena pohromadě 
pomocí slabších fyzikálních interakcí mezi propletenými makromolekulárními řetězci a 
sekundárních sil, jako jsou iontové interakce nebo vodíkové vazby. Vzhledem k tomu, že 
všechny interakce jsou reverzibilní, mohou být rušeny změnami fyzikálních podmínek.  
Jedním z nejdůležitějších charakteristických rysů hydrogelů je jejich absorpce velkého 
množství vody nebo rozpouštědla bez rozpuštění. Po kontaktu s vodou jsou jako první 
hydratované polární hydrofilní skupiny, jako jsou vodíkové můstky nebo iontové interakce a 
je absorbována tzv. primárně vázaná voda. Výsledkem tohoto procesu je zvětšení sítě, řetězce 
se začínají rozpínat a dochází tak k odkrytí hydrofobních skupin, které interagují 
s molekulami vody a dochází tak k absorpci sekundárně vázané vody. Primárně a sekundárně 
vázaná voda se označuje jako celkově vázaná voda. Pak dochází ještě k absorpci tzv. 
dodatečné vody v důsledku hnací osmotické síly, která vyplňuje mezisíťový prostor, 
způsobuje rozšiřování pórů a dutin a označuje se jako volná voda. 
U degradabilních hydrogelů dochází v závislosti na jejich složení k rozkladu nebo 
rozpouštění sítě. Jejich biokompatibilita patří mezi jedny z nejdůležitějších vlastností, a 
biodegradabilní hydrogely jsou využitelné v aplikacích, jako jsou tkáňové inženýrství, hojení 
ran a cílený transport léčiv. Obecně platí, že hydrogely mají dobrou biokompatibilitu. Navíc, 
povaha hydrogelů minimalizuje podráždění okolní tkáně [23]. 
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Díky svým jedinečným vlastnostem jsou hydrogely rychle rostoucí skupinou materiálů 
používanou v biomedicínských a farmaceutických aplikacích. Vzhledem k jejich 
biokompatibilitě, biodegradabilitě, hydrofilitě, schopnostem pohlcovat kapaliny a absenci 
toxicity [22, 23]. 
2.6 Hydrogely na bázi interakce polyelektrolyt – tenzid (PEC hydrogely) 
Hydrogel je materiál, který vykazuje schopnost zvětšovat svůj objem ve vodě nebo 
biologické tekutině a udržet si významnou část vody v rámci svojí struktury, což ho dělá 
podobné živým tkáním. Hydrogely jsou třídou polymerních materiálů, které jsou široce 
využité v mnoha aplikacích, jako jsou membrány, zdravotní protetika, antistatické nátěry, 
senzory, nosiče léčiv, separace proteinů. Díky jejich biokompatibilitě a jedinečným 
vlastnostem jsou hydrogely rychle rostoucí skupinou materiálů používanou v medicínských a 
farmaceutických aplikacích. Jejich hydrofilní povrchy mají nízké povrchové energie při 
kontaktu s tělní tekutinou, což jim dává dobrou biokompatibilitu a proto hydrogely vzbuzují 
v poslední době zájem jako nosiče léčiv a umělých tkání. Hydrogely se udrží v roztoku 
pomocí přítomnosti radikálů nebo díky chemickému nebo fyzikálnímu zesítění řetězců. 
Síťování pomocí radikálů sice poskytuje vysokou kvalitu vazby, ale je zde stále možnost 
radikálového zbytku v hydrogelu. Chemické síťování poskytuje pevnou kovalentní vazbu 
tvořenou mezi různými druhy polymerního řetězce, ale vznik této vazby vyžaduje přítomnost 
toxických látek, proto jsou tyto vazby nepříznivé pro biologické aplikace. Použitím 
fyzikálního zesítění neboli nekovalentních interakcí se vyhneme použití radikálního nebo 
toxického způsobu síťování a tudíž se jeví jako vhodné pro využití pro medicínské aplikace. 
Tímto způsobem lze připravit hydrogely na bázi polyelektrolytů. Jako jeden z vhodných 
polymerů pro využití tvorby PEC hydrogelů využitelných v biomedicíně je hyaluronan a to 
díky jeho vlastnostem, jako je biokompatibilita, bioaktivita, netoxicita, protože jeho 
degradační produkty jsou známé přírodní metabolity. Je také známý svojí schopností 
zlepšovat hojení ran, schopností absorbovat vodu, tvořit ochranný film a povlak [24 - 26]. 
Problematikou interakcí mezi tenzidem a polyelektrolytem se zabývalo mnoho vědců a 
stále zůstává v zájmu spousty studií. Vazba vytvořená mezi tenzidem a polyelektrolytem je 
založená na elektrostatických interakcích. Systémy polyelektrolyt - tenzid stejného náboje 
vykazují slabou nebo žádnou interakci, pokud je ale jejich náboj opačný, je vytvořená vazba 
poměrně silná a dostačující pro využití v medicíně. Jako vhodný kandidát se jeví hyaluronan 
sodný, díky svým výjimečným vlastnostem. Asociací vzniká charakteristická struktura „pearl 
necklace“ tzv. struktura perlového náhrdelníku, kde řetězec polymeru (polyelektrolytu) 
spojuje kulovité micely, jak je vidět na obrázku 9. 
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Obr. 9: Struktura perlového náhrdelníku asociovaných molekul tenzid - polymer [27]. 
Díky elektrostatickým interakcím je zachována biokompatibilita a biodegradabilita 
výchozích látek tvořících systém. Systém vytvořený na bázi interakce polyelektrolyt – tenzid 
představuje jednu z variant, jak by mohl vypadat nosičový systém pro cílený transport léčiv a 
v současné době je mu věnován rozsáhlý výzkum. Struktura tenzidu umožňuje navázat se na 
řetězec hyaluronanu a zároveň solubilizovat hydrofobní barvivo. Hyaluronan zajišťuje vnější 
ochranu, biokompatibilitu a zabezpečuje cílení léčiva díky interakci s receptory [27].  
V této diplomové práci byly připravovány fyzikální PEC hydrogely, kdy dochází 
k interakci hyaluronanu s opačně nabitým tenzidem, konkrétně s CTAB. Hyaluronan je tvořen 
záporně nabitými řetězci a proto byl vybraný použitý tenzid kationaktivní.  
2.7 Molekulová absorpční spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti 
Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je měření absorpce elektromagnetického 
záření zředěnými roztoky molekul v ultrafialové a viditelné oblasti (v rozsahu 200 až 
800 nm). Míra, jakou látka pohlcuje světlo různých vlnových délek, závisí na struktuře 
sloučeniny. Množství světla určité vlnové délky, které pohltí látka rozpuštěná v roztoku, 
závisí na koncentraci látky. Látky, které absorbují záření s vlnovou délkou menší než 380 nm 
(ultrafialové záření), se jeví oku jako bezbarvé, látky, které absorbují záření vlnové délky 380 
až 770 nm se oku jeví jako barevné (viz Tab. 1). Látka, která absorbuje určitou vlnovou 
délku, se jeví oku v barvě komplementární. 
Principem spektrofotometrie je interakce mezi elektrony umístěnými ve vazebných 
případně nevazebných orbitalech molekuly s fotony UV-VIS záření. Energie tohoto záření 
excituje elektrony v těchto orbitalech do vyšší energetické hladiny, přičemž dojde k absorpci 
určitého množství záření o konkrétní energii a tedy i o konkrétní vlnové délce. Absorbuje se 
vždy ta část elektromagnetického záření, která svou energií odpovídá přechodu elektronu ze 
základní hladiny na excitovanou hladinu. Proto molekulová absorpční spektra v ultrafialové a 
viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronová spektra. Elektronové absorpční spektrum je 
závislost absorbance na vlnové délce. Fotony záření z ultrafialové a viditelné oblasti 
elektromagnetického spektra jsou dostatečně energetické, aby excitovaly elektronové stavy a 
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tím spíše i vibrační a rotační stavy molekuly. Výsledné absorpční spektrum látky je pásové, 
protože při jeho registraci jednotlivé diskrétní přechody zpravidla splývají. Pouze při měření 
v plynné fázi lze v absorpčním spektru rozlišit jemnou vibrační a někdy i rotační strukturu a 
v roztocích rozpouštědel dostaneme soubory širších pásů, protože molekuly sledované látky 
již nejsou izolovány, ale solvatovány rozpouštědlem, které ruší jejich volnou rotaci a ovlivňují 
i vibraci molekuly látky. Vnitřní energie molekul je dána součtem tří druhů energii, a to 
elektronové, vibrační, rotační. Hodnoty těchto energií nabývají jen určitých diskrétních 
hodnot, které odpovídají hladinám energie. Mezi základní a excitovanou elektronovou 
hladinou je velký rozdíl (102 kJ.mol-1), menší rozdíl energií je mezi vibračními hladinami a 
nejmenší mezi rotačními (10-2 kJ.mol-1) [28]. 
Tab 1.: Vlnové délky elektromagnetického záření ve viditelné oblasti a jim příslušející 
komplementární barva. 
absorbovaná vlnová délka [nm] barva látky 
400-435 žlutozelená  
435-480 žlutá  
480-490 oranžová  
490-500 červená  
500-560 purpurová  
560-580 fialová  
580-595 modrá  
595-605 zelenomodrá  




Obr. 10: Absorpce světelného paprsku procházejícího kyvetou, kde I0 je dopadající zářivý 
tok,  I1 je prošlý zářivý tok, c je koncentrace měřeného vzorku, I je optická dráha, α je 





Vztah mezi množstvím absorbovaného záření-absorbancí a koncentrací je dán Lambert-
Beerovým zákonem: 
A = ε∙c∙L 
kde A je velikost absorpce, tj. množství absorbovaného záření určité vlnové délky, c 
koncentrace látky ve vzorku absorbující monochromatické záření, L je délka absorbujícího 
prostředí (většinou tloušťka kyvety), ε je konstanta nazývaná molární absorpční koeficient 
(molární absorptivita – konstanta je definovaná pro danou látku za daných podmínek při 
určité vlnové délce). Tohoto vztahu, mezi měřenou veličinou A a koncentrací látky ve vzorku, 
se využívá pro kvantitativní účely v absorpčních metodách. 
Analytické využití molekulové absorpční spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti je 
mnohostranné jak v organické, tak i anorganické analýze. V kvalitativní analýze lze 
vyhodnocením získaných spekter organických látek získat informace o přítomnosti typických 
skupin v molekule látek. Záření absorbují určité charakteristické skupiny v molekule, tzv. 
chromofory a absorbované vlnové délky (poloha absorpčních pásů) souvisí s jejich strukturou. 
Kvantitativní analýza je založena na platnosti Lambert-Beerova zákona. Jeho platnost je 
omezena na zředěné čiré roztoky absorbujících látek o koncentracích zpravidla menších než 
0,01 mol.l-1. K nalezení vztahu A = f (c) se využívá standardních kalibračních metod. 
Měření absorpce v ultrafialové a viditelné oblasti se provádí pomocí různých typů přístrojů. 
Principiální uspořádání je na obr. 11. V praxi se nejčastěji používá jednopaprskového 
diferenčního způsobu měření absorbance. Zdrojem záření, které umožňuje excitaci vzorku, 
pro ultrafialovou oblast jsou vodíková nebo nejčastěji deuteriová výbojka, pro viditelnou 
oblast se využívají wolframové nebo halogenové žárovky. Disperzním prvkem bývá 
mřížkový monochromátor. Vzorky jsou v kyvetách, zpravidla hranatých, zajišťující 
konstantní tloušťku absorbující vrstvy, nejčastěji se pro běžná měření používá kyveta o délce 
optické dráhy 1 cm. Při jednopaprskovém diferenčním i dvoupaprskovém uspořádání je 
v jedné kyvetě vzorek, v druhé, srovnávací kyvetě, roztok obsahující všechny složky, kromě 
vlastního analytu (tzv. blank). Jako detektory, které převádějí energii záření v jinou formu 
energie, kterou je možno jednoduchým způsobem měřit se používají fotonásobiče, 
polovodičové fotoelektrické články, diodová pole a detektory CCD. Získaný signál je 
zobrazen a vyhodnocen registrační zařízením - zapisovačem, digitálním displejem na 
monitoru počítače. Přístroj umožňují buď měření při jedné vlnové délce nebo registrovat celé 
spektrum, tj závislost A = f (λ) [28, 29]. 
 





3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
V poslední době jsou klasické lékové formy postupně doplňovány lékovými formami 
vyšších generací umožňující řízené uvolňování léčiva. Cílem racionální terapie je doručit 
léčivo ve správném množství, ve správném čase na správné místo. Samotná účinná látka 
něčeho takového není schopna. Proto se objevují léčivé přípravky ve stále nových lékových 
formách, do kterých je léčivo zpracováno a které se snaží tomuto cíli co nejvíce přiblížit. 
Lékových forem pro cílenou dopravu léčiva byla vyvinuta celá řada, založená na rozpustných 
polymerech, liposomech, dendrimerech a polymerních micelách [30 - 32]. 
V současnosti je předmětem řady výzkumů i využití interakcí tenzidů a polyelektrolytů jako 
vhodných nosičů pro cílenou dopravu léčivé látky. U systémů tohoto typu vytváří tenzid 
hydrofobní prostor vhodný pro solubilizaci léčiva a polyelektrolyt poskytuje vnější ochranu a 
cílení na určité místo v organismu [33]. 
Vyhledávaným polyelektrolytem v těchto aplikacích je tělu vlastní polysacharid 
hyaluronan, který je netoxický, neimunogenní, nemutagenní. V nativní formě tvoří vysoce 
viskózní roztok vyznačující se řadou pozoruhodných fyzikálních vlastností. Těmito 
vlastnostmi se zabývá řada výzkumů a hledá možnosti jejich využití při vývoji materiálů pro 
aplikace ve zdravotnictví. Spousta studií se zaměřuje především na modifikace 
polysacharidového řetězce hyaluronanu, při kterých dochází k tvorbě polymerní sítě, která se 
stává základem hydrogelů. K této modifikaci se využívá, v současné době hojně studovaný 
systém, fyzikálních interakcí s amfifilní molekulou, čímž dochází k tvorbě nosiče typu 
hyaluronan – tenzid.  
Využitím nekovalentních interakcí pro přípravu hydrogelu se zabývali Ching Ting Tsao a 
spol. [24]. Ve své studii obecně zkoumali využití iontové interakce k tvorbě hydrogelů 
z polyelektrolytů a opačně nabitých látek, kde tvorba gelů je následkem interakcí mezi 
volnými ionty a nabitým polymerem. Polymer ve své struktuře obsahuje funkční 
karboxylovou, sulfonovou nebo amino skupinu a díky tomu je polymer hydrofilní. Ve studii 
byl jako polymer využit chitosan. Chitosan je polysacharid tvořený N-glukosaminovými a  
N-acetylglukosaminovými jednotkami. Tento pozitivně nabitý polymer je rozpustný při 
nízkém pH a umožňuje v kyselém prostředí tvorbu polyelektrolytového hydrogelu 
s polyaniontovými částicemi. Jako povrchově aktivní látka byla využita c-poly(glutamová) 
kyselina (přírodní polysacharid tvořený D- a L- glutamovými jednotkami). Ve studii byla 
využita jednoduchá iontová interakce, k tvorbě směsi PEC hydrogelu, tvořeného různými 
molárními poměry amino skupin chitosanu a karboxylových skupin c-PGA kyseliny. U takto 
připravených gelů byly zkoumány fyzikálně-chemické vlastnosti, antibakteriální vlastnosti a 
biokompatibilita z hlediska využití pro medicínské aplikace. Z výsledků bylo prokázáno, že 
dochází k tvorbě strukturně stabilního hydrogelu pomocí jednoduché iontové interakce mezi 
amino skupinami chitosanu a karboxylovými skupinami c-PGA. Dále bylo prokázáno, že se 
vzrůstajícím stupněm formace hydrogelu klesá absorpce vody. V rámci těchto experimentů 
bylo prokázáno, že takto připravený hydrogel je velmi slibný materiál pro biomedicínské 
aplikace. Obecně lze hydrogely připravené z polyelektrolytů nesoucí opačný náboj považovat 
za materiály vhodné v tomto ohledu, díky jejich biokompatibilitě, biodegradabilitě, 




Interakcemi v systému hyaluronan - tenzid se zabýval už výzkum K.Thalberga a 
B.Lindmana [34] roku 1989. Zkoumali systém sodné soli hyaluronové kyseliny 
s aniontovými tenzidy o různé délce řetězce. Měřením bylo zjištěno, že počet uhlíků v 
alkylovém řetězci alkyltrimethylamoniového tenzidu musí být alespoň deset, aby docházelo k 
vytvoření ve vodě rozpustných systémů, kdy tenzid vytvářel na řetězci HyA micelám 
podobné agregáty. Koncentrace, při níž došlo k vytvoření agregátů, s rostoucí délkou 
alkylového řetězce tenzidu klesala. K navázání tenzidů na polymer dochází při koncentraci o 
několik řádů nižší než je kritická micelární koncentrace. Postupným přidáváním tenzidu do 
systému dochází k navázání molekul tenzidu na hyaluronan, dalším přídavkem se agregáty 
stabilizují a následně dalším přídavkem se v roztoku tvoří volné micely. Micely vázané na 
hyaluronan mají menší velikost než volné micely. Interakce tenzidu s hyaluronanem závisí na 
délce řetězce tenzidu a je v podstatě nezávislá na molekulové hmotnosti polymeru nad určitou 
minimální hodnotu.  
 
V uplynulých letech vzniklo a stále vzniká řada rozsáhlých výzkumů a prací zabývající se 
problematikou interakcí kyseliny hyaluronové s tenzidy, s ohledem na využití pro cílenou 
dopravu léčiv na Fakultě chemické VUT.  
Interakcí hyaluronanu a amfifilních molekul se ve svém výzkumu zabývali T. Halasová, J. 
Krouská, F.Mravec [35]. Zabývali se systémy hydrogelů s tenzidy různé povahy-
neionogenní, anionaktivní, kationaktivní, amfoterní. Blíže byl pak prozkoumán systém 
kationaktivní tenzid – hyaluronan, který se jevil jako nejvhodnější systém. Při měřeních byly 
použity dva zástupci z řad kationaktivních tenzidů – CTAT, CTAB. Pro oba tenzidy byl 
zjištěn nárůst kritické micelární koncentrace s přídavkem hyaluronanu, což potvrdilo 
interakce s největší pravděpodobností elektrostatické povahy. Z naměřených výsledků bylo 
dále zjištěno, že molekulová hmotnost hyaluronanu nemá na posun CMC velký vliv. Ze 
solubilizačních experimentů byla zjištěna koncentrace tenzidu (0,5 mM), při které je roztok 
schopen solubilizovat hydrofobní látku, ale přitom koncentrace tenzidu není dost vysoká na 
to, aby systém zkolaboval a agregáty se vysrážely. 
Michaela Šejnohová [36] zkoumala agregační procesy v systému amfifilní látka-polymer 
pomocí fluorescenční spektroskopie. Výsledky potvrdili agregaci mezi hyaluronanem a 
CTAB a byla dokázána předpokládaná existence stabilní oblasti za kritickou agregační 
koncentrací. 
Jana Cimalová [37] se zabývala studiem fyzikálně chemických vlastností systému 
hyaluronan-kationtový tenzid. Pro experimenty byl použit hyaluronan o třech různých 
molekulových hmotnostech a jako kationaktivní tenzid byl vybrán septonex. Měření byla 
provedena pro různá prostředí, a to vodu a 0,15 M NaCl. Hodnoty micelární kritické 
koncentrace byly v 0,15 M NaCl o řád nižší jak ve vodném prostředí. Byla nalezena optimální 
koncentrace hyaluronanu – 2 % hmotnostní roztok a koncentrace Septonexu – 200 mM 
v 0,15 M NaCl v poměru 1:1. Bylo prokázáno, že s rostoucí molekulovou hmotností 
hyaluronanu vzniká větší množství gelu a se snižující se koncentrací hyaluronanu a septonexu 
dochází ke snižování množství vzniklého gelu. 
Tereza Krutišová stanovovala vliv podmínek přípravy systému biopolymer-tenzid na jeho 
solubilizační vlastnosti a stabilitu vzniklých komplexů [38]. Pro studium systému hyaluronan-
tenzid byla použita metoda fluorescenční spektroskopie a metoda dynamického rozptylu 
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světla. V experimentech byl porovnán vliv teploty zásobních roztoků při přípravě systému na 
solubilizační vlastnosti. Byly použity zásobní roztoky o teplotě 25 °C, 37 °C, 70 °C. Bylo 
prokázáno, že teplota má vliv na velikost, počet a kompaktnost vznikajících agregátů. Ovšem 
vliv teploty nemá jednoznačný trend. Metodou dynamického rozptylu světla bylo zjištěno, že 
v případě nízkomolekulárního hyaluronanu dochází se zvyšováním teploty k tvorbě systémů 
s vyšší polydisperzitou, v případě systémů obsahující vysokomolekulární hyaluronan je trend 
opačný. Teplota nemá významný vliv na stabilitu systému. Systém hyaluronan-tenzid je 
převážně stabilní. Stabilita a solubilizační vlastnosti agregátů biopolymer-tenzid jsou 
důležitými parametry pro jejich další využití. 
Některých naměřených hodnot získaných v rámci experimentů na fakultě chemické bylo 
využito i při vlastních měřeních pro diplomovou práci. Jedná se především o optimální 
hodnoty koncentrací zásobních roztoků.  
Okáčová L. a spol. [39] se věnovali postupům usnadňujícím rozpuštění léčivých látek ve 
vodném prostředí pomocí micelární solubilizace. V experimentech této práce bylo zjištěno, že 
k tvorbě micel stačí relativně malé množství tenzidu, které je dáno kritickou micelární 
koncentrací. Dále bylo zjištěno, že solubilizační schopnost narůstá s délkou jejich řetězce a že 
určité množství tenzidu umožňuje solubilizaci pouze omezeného množství nerozpustné látky 
a vyjadřuje se maximální aditivní koncentrací, kterou ovlivňuje zejména teplota, hodnota 
disociační konstanty solubilizované látky, její molekulová hmotnost a polarita. 
V experimentech bylo ověřeno, že nepolární léčivá látka se ukládá mezi nepolární části 
molekul blíže středu micely, amfifilní léčivo se orientuje stejně jako molekuly tenzidů a 
molekuly polárních látek se váží na povrchy micel. Jako solubilizátory některých antiflogistik 
(ibuprofenu) byly zkoumány kationaktivní cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB), 
anionaktivní laurylsulfát sodný a neionogenní poly(oxyethylen)sorbitanmonooleát (Tween 
80). Výsledky ukázaly, že pro léčiva povahy solí arylalkansulfokyselin, či karboxylových 
kyseliny jsou nejvhodnější kationtové povrchy aktivních látky, které vykazují nejlepší 
solubilizaci pro léčivou látku. 
Subhashis Ch. a spol. [40] ve své práci zkoumali vliv tenzidů na solubilizaci. Jako 
solubilizovanou látku použili fosfátovou sůl, která je využívána při léčbě srdečních 
onemocnění. Byly připraveny roztoky tenzidů (aniontový - SDS, kationtový - CTAB a 
neionogenní - Tween 80) v rozmezí koncentrací 5 až 35 mmol.l-1 v roztoku pufru o pH 1.2 až 
7.2. Bylo zjištěno, že solubilizace v zásaditém prostředí klesá pro tenzidy v pořadí 
CTAB > T80 > SDS. Byla sledována solubilizace ve vodě, v pufru a pufru s přidaným 
surfaktantem. Ke stanovení rozpustnosti léčiva byly stanoveny kalibrační křivky v destilované 
vodě a v roztocích pufrů pomocí měření absorbance na UV-VIS spektrofotometru. Výsledky 
ukazují, že přídavkem tenzidů solubilizace vzrůstá s rostoucí koncentrací tenzidu. Přičemž u 
SDS je vliv pH téměř zanedbatelný, v prostředí T80 vykazuje vyšší hodnotu solubilizace v 
zásaditém prostředí. Nejvýraznější vliv hodnoty pH vykazuje prostředí CTAB, kde 
solubilizace nabývá hodnot v rozmezí 4 až 16 mmol.l-1 pro nejvyšší koncentrace. Solubilizace 
lineárně vzrůstá s koncentrací tenzidu. Schopnost solubilizace pro CTAB a T80 je vyšší pro 
všechny hodnot pH jak u SDS. Použití aniontového tenzidu výrazně minimalizuje vliv pH na 
solubilizaci. Kationotvé a neionogenní tenzidy byly shledány vhodnější díky svým lepším 
solubilizačním schopnostem.  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál 
4.1.1 Použité chemikálie 
 Polyelektrolyt  
Hyaluronan sodný 
HyA Mw = 0,341 MDa, nativní, Contipro Group, číslo šarže: 213-6349 
HyA Mw = 0,936 MDa, nativní, Contipro Group, číslo šarže: 213-4160 
HyA Mw = 1,669 MDa, nativní, Contipro Group, číslo šarže: 2013-4722 
 
 
 Tenzid  
Cetyltrimetylamoniumbromid  
CTAB Mw = 364,45 g·mol−1, čistota ≥ 99,0 %, Sigma Aldrich, číslo šarže: 117K0732 
 
 Solubilizovaná látka  
Sudan Red G 




 Rozpouštědla:  
Aceton, Mw = 58,08 g·mol−1, čistota 99,5 %, Penta, číslo šarže: 12001201 
Mili-Q voda (Milipore Academic) 
 Ostatní chemikálie:   
Kyselina chlorovodíková 35%, HCl Mw = 36,46 g·mol−1, LachNer, číslo šarže: 30136 0203  
Chlorid sodný, NaCl Mw = 58,44 g·mol−1, LachNer, číslo šarže: PP/2009/06278 
4.1.2 Použité přístroje 
Analytické váhy Denver Instrument 
Automatické pipety BioHit mLine 
Magnetické míchadlo Heidolph MR  3002 
pH-metr   Mettler Toledo 
UV-VIS spektrofotometr Cary50Probe, Varian 
Třepačka Vortex 
Minishaker MS2 IKA Service-Manual 
 
4.2 Přehled experimentů 
Experimentální část diplomové práce si klade za cíl blíže prozkoumat solubilizaci 
v systému obecného složení polyelelektrolyt-tenzid-solut. Jako polyelektrolyt byl použit 
hyaluronan o třech molekulových hmotnostech - 341 kDa, 936 kDa, 1669 kDa a jako tenzid 
byl vybrán kationaktivní CTAB. Kationaktivní tenzid byl vybrán s ohledem na opačný náboj 
molekul, kdy se předpokládá nejsilnější interakce s opačně nabitým hyaluronanem. Jako 
prostředí byl zvolen jednoduchý model fyziologického roztoku 0,15 M roztok NaCl nebo 
voda (Mili-Q). Použitý solut byl sudánová červeň. Sudánová červeň je hydrofobní solut, který 
simuluje běžně nerozpustné nepolární léčivo a sloužila jako modelová molekula. Výsledky, 
které byly získané následujícími měřeními, by měly přispět k celkovému přehledu o 
solubilizačních schopnostech hydrogelů a to s cílem charakterizovat tyto systémy s ohledem 
na budoucí použití v oblasti cílených nosičů léčiv. 
Součástí diplomové práce bylo kompletní stanovení metodiky pro určení účinnosti 
solubilizace pomocí UV-VIS spektroskopie ve výše uvedených systémech. Nejprve byly 
navrženy experimenty pro přípravu hydrogelů s ohledem na jejich měření absorbance pomocí 
UV-VIS spektrometrie, abychom mohli zjistit koncentraci solubilizovaného barviva. 
Vzhledem k tomu, že pro měření absorbance je potřeba mít čiré roztoky, bylo potřeba nejprve 
navrhnout, jakým způsobem připravené gely upravit do této formy. Připravené gely byly 
proto rozpuštěny ve zředěném roztoku kyseliny chlorovodíkové. Následně byly připravovány 
vzorky gelů s proměnnými koncentracemi solubilizované sudánové červeně. Takto připravené 
vzorky byly tedy rozloženy pomocí roztoku HCl, abychom získali čiré roztoky a mohli změřit 
jejich absorbanci. Při postupu rozpouštění gelů byly navrhnuty dva experimenty. U prvního 
postupu byly přímo gely po odstranění supernatantu rozpouštěny v definovaném množství 
roztoku HCl. Kvůli snížení objemové chyby jsme se pokusili vzorky před samotným 
rozpouštěním vysušit a až následně rozpouštět. Porovnáním s kalibrační křivkou, která byla 
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sestavena z koncentrační řady roztoků sudánové červeně následně mohla být zjištěna 
solubilizační schopnost hydrogelů. 
V průběhu experimentů byl dále zjišťován vliv podmínek na přípravu hydrogelů, dále byly 
měřeny extinkční koeficienty pro různá prostředí kvůli přesnosti kalibrační křivky a 
maximální možné množství barviva, které je hydrogel schopen solubilizovat. Součástí 
experimentu bylo také vyhodnocení vlivu prostředí, stárnutí gelů, molekulové hmotnosti a 
koncentrace HyA na schopnost solubilizace gelu. 
4.3 Příprava zásobních roztoků  
4.3.1 Zásobní roztok hyaluronanu 
Byl připraven 2 % hmot. roztok hyaluronanu v 0,15 mol.l-1 NaCl. Na analytických vahách 
bylo do vialky naváženo potřebné množství nativního hyaluronanu, které bylo následně 
rozpuštěno v potřebném množství 0,15 M roztoku NaCl. Pro lepší rozpuštění byl umístěn na 
magnetickou míchačku po dobu 12 hodin. Připravený roztok byl uchován v chladicím 
zařízení. 
4.3.2 Zásobní roztok sudánové červeně v acetonu 
Zásobní roztok sudánové červeně byl připraven tak, aby výsledná koncentrace činila  
10-4 mol.l-1. Potřebné množství navážené na analytických váhách bylo kvantitativně 
převedeno do odměrné baňky o objemu 50 ml a doplněno acetonem. Připravený roztok byl 
uchován v chladicím zařízení. 
4.3.3 Zásobní roztok CTAB 
Potřebné množství CTAB k přípravě roztoku o koncentraci 200 mmol.l-1 bylo rozpuštěno v 
objemu 100 ml 0,15 mol.l-1 NaCl. Pro lepší rozpuštění byla směs umístěna na magnetickou 
míchačku a mírně zahřívána, aby došlo k rozpuštění veškerého CTAB. Připravený roztok byl 
uchován při laboratorní teplotě.  
4.4 Příprava vzorků 
4.4.1 Příprava hydrogelů na bázi HyA-CTAB pro sledování jejich stability pro různé 
hodnoty pH v roztoku kyseliny chlorovodíkové 
Bylo připraveno pět vzorků gelů do skleněných vialek o objemu 8 ml. Gely byly připraveny 
smícháním zásobního roztoku tenzidu CTAB a zásobního roztoku hyaluronanu. Celkový 
objem vzorků pro přípravu gelů činil 6 ml. Nejdříve byly do vialek pomocí automatické 
pipety nadávkovány 3 ml roztoku CTAB a doplněny na objem 6 ml roztokem hyaluronanu. 
Vzorky byly promíchány na třepačce Minishaker MS2 a ponechány stát po dobu 24 hodin 
volně v digestoři, kdy došlo ke vzniku gelu, který byl usazen na dně a nad ním byl vytvořen 
supernatant, který byl opatrně odstraněn pomocí pipety. Takto připravené vzorky gelů byly 
rozděleny do vialek celkem na 10 vzorků. Poté bylo provedeno měření stability připravených 
gelů pro různě kyselé prostředí. Do vialek s připravenými vzorky gelů bylo pipetováno vždy 
stejné množství roztoku HCl o různé hodnotě pH a byla sledována jejich stabilita. 
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4.4.2 Příprava hydrogelů na bázi HyA-CTAB o různé koncentraci solutu SČ k měření 
absorbance  
Byla připravena koncentrační řada deseti vzorků s konstantní koncentrací hyaluronanu a 
tenzidu CTAB a proměnou koncentrací solubilizované látky sudánové červeně. Do 
označených skleněných vialek bylo nepipetována takové množství zásobního roztoku 
sudánové červeně tak, aby se konečná koncentrace měnila v rozmezí 10-6 až 10-4 mol.l-1 [10-6; 
3.10-6; 5.10-6; 8.10-6; 10-5; 1,5.10-5; 3.10-5; 5.10-5; 8.10-5; 10-4 mol.l-1] a těkavé rozpouštědlo 
aceton bylo následně odpařeno za sníženého tlaku. SČ tak zůstala napařená na skleněném 
povrchu vialky. Následně byly do vialek napipetovány 3 ml zásobního roztoku CTAB. Takto 
připravené vzorky byly umístěny na třepačku a míchány alespoň 24 hodin při laboratorní 
teplotě, aby došlo ke kompletnímu rozpuštění hydrofobního barviva, před samotným srážením 
hyaluronanu. Druhý den byly vzorky ve vialkách doplněny na objem 6 ml zásobním roztokem 
hyaluronanu a takto připravené vzorky byly promíchány na třepačce Minishaker, aby došlo 
k intenzivní reakci mezi HyA a CTAB. Vzorky byly ponechány volně stát v digestoři do 
druhého dne, kdy došlo k vysrážení a usazení gelů na dně vialek. Následně byl ze vzniklých 
gelů opatrně odstraněn supernatant. Gely byly rozpuštěny v definovaném objemu roztoku 
zředěné kyseliny chlorovodíkové o hodnotě pH 1,3 a byla měřena jejich absorbance na UV-
VIS spektrometru, abychom nalezli přibližné hodnoty koncentrací, které jsou detekovatelné a 
následně připravovali pro další experimenty vzorky v rozmezí detekovatelných koncentrací.   
 
Obr. 12: Schéma přípravy vzorků: a) dávkování SČ, b) odpařování rozpouštědla,  
c) dávkování CTAB, hyaluronanu, d) třepání 
4.4.3 Měření absorbance a stanovení kalibrační křivky 
Po naměření výsledků absorbance pro koncentrace v rozmezí 10-6 až 10-4 mol.l-1 byla 
připravena ještě jedna koncentrační řada sudánové červeně, tentokrát v rozmezí nižších 
koncentrací 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 Kalibrační roztoky připravené v rozmezí nižších 
koncentrací sloužily jako kalibrační standardy, abychom vyloučili vliv vnitřního filtračního 
efektu a tím nepřesnost výsledků. 
Každý vzorek byl připraven třikrát. Ze zásobního roztoku o přesné navážce sudánové 
červeně bylo vždy odpipetováno potřebné množství do vialky a aceton byl odpařen. Poté byl 
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vzorek doplněn na objem 3 ml daným rozpouštědlem. Kalibrační křivky byly sestrojeny pro 
tři rozdílná prostředí. Kalibrační standardy byly připraveny v prostředí etanolu, etanolu+HCl 
a prostředí CTAB+HyA+HCl. V případě posledního prostředí byly standardním postupem 
(4.4.2) připraveny vzorky gelů s tím rozdílem, že nebyl odstraněn supernatant, ale vzorky 
gelů i se supernatantem byly doplněny na konečný objem 6 ml roztokem HCl. U takto 
připravených vzorků byla měřena absorbance pomocí spektrofotometru s jednopaprskovým 
uspořádáním Cary50 Probe.  
4.4.4 Měření extinkčních koeficientů  
Vzorky připravených hydrogelů se solubilizovaným barvivem, které byly použity pro 
měření absorbance na UV-VIS spektrofotometru byly rozloženy v roztoku kyseliny 
chlorovodíkové. Kalibrační křivka pro různě koncentrované roztoky sudánové červeně byla 
ale původně měřena v prostředí acetonu a etanolu. Z důvodu použití rozdílných prostředí, 
které mohlo zkreslit naměřené hodnoty absorbance, bylo potřeba naměřit a vypočítat 
extinkční koeficienty, aby výpočet neznámé solubilizované koncentrace v gelu byl přesný a 
nebyl výsledek ovlivněn použitým prostředím. Extinkční koeficient je konstanta specifická 
pro danou látku při určité vlnové délce, jeho hodnota není závislá na koncentraci. Extinkční 
koeficienty byly naměřeny v prostředí acetonu, etanolu, micel a micel v HCl o pH 1,3. Měření 
bylo provedeno pro dvě koncentrace sudánové červeně a to 10-6 mol.l-1 a 5.10-6 mol.l-1. 
4.4.5 Vliv prostředí, molekulové hmotnosti a koncentrace HyA na solubilizaci  
Stejným postupem (4.5) byla připravená koncentrační řada gelů s proměnnou koncentrací 
SČ v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 pro 2 % hmot. HyA o dvou molekulových hmotnostech 
0,936 MDa a 1,669 MDa. Koncentrační řada byla připravena ještě jednou pro obě molekulové 
hmotnosti a to pro 4 a 6 % hmot. Roztok HyA. Prostředí systému tvořil roztok NaCl o 
koncentraci 0,15 mol.l-1. Koncentrační řada SČ o dvou molekulových hmotnostech HyA byla 
připravena také v prostředí vody (Mili-Q). U takto připravených gelů byl sledován pomocí 
UV-VIS spektrometrie vliv molekulové hmotnosti, koncentrace HyA a prostředí na 
solubilizační schopnost.  
4.4.6 Stárnutí gelů 
Byly připraveny dvakrát čtyři vzorky gelů s proměnou koncentrací SČ - 10-6, 5.10-5, 10-5, 
10-4 mol.l-1. U jedné řady vzorků byla proměřena absorbance hned druhý den po vzniku gelů, 
u druhé řady byla měřena absorbance až po šedesáti dnech a byl sledován vliv stárnutí gelů na 
solubilizaci. 
4.4.7 Maximální solubilizace 
Ze zásobních roztoků 2 % hmot. HyA a 200 mmol.l-1 CTAB byl standardním postupem 
(4.4.2) připraven vzorek gelu. Do prázdné čisté vialky byl odvážen nadbytek přesně 
definovaného množství sudánové červeně. Sudánová červeň ve vialce byla převrstvena 
nejprve připraveným gelem a následně i supernatantem, aby nedocházelo k vysychání gelu. 
Takto připravený vzorek se nechal volně stát po dobu dvou dnů. Poté bylo odebráno 
definované množství gelu, které bylo rozpuštěno v definovaném objemu roztoku HCl a byla 
proměřena absorbance na UV-VIS spektrofotometru. Z naměřené hodnoty absorbance bylo 
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odečtením z rovnice lineární regrese vypočteno maximální množství, který je schopen 
hydrogel solubilizovat. 
4.5 Statistika 
Všechna měření byla prováděna třikrát. Prezentované závislosti z absorpčních spekter jsou 
průměrem ze všech měření provedených na daných vzorcích. K jednotlivým bodům závislostí 
byly stanoveny směrodatné odchylky, které jsou v grafech znázorněny jako chybové úsečky. 
4.6 Měření a vyhodnocení dat 
4.6.1 UV-VIS spektrofotometrie 
Měření absorbance byla prováděna na spektrofotometru s jednopaprskovým uspořádáním 
Varian Cary50 Probe. Vzhledem k tomu že je nutné pracovat v oblasti UV záření, byla 
použita kyveta z křemenného skla o délce 1 cm. Polychromatické záření I0 z primárního 
zdroje vstupuje do monochromátoru, který vybere paprsek o určité vlnové délce I0 (λ). Tento 
paprsek prochází nejdříve kyvetou obsahující tzv. blank (srovnávací roztok), kde je zeslaben 
I1. Po dopadu na detektor vyvolá fotoelektrický proud, který je změřen a je mu přiřazena 
nulová hodnota absorbance. Po výměně srovnávacího roztoku za měřený je změřena 
absorbance neznámého vzorku. Data byla zobrazena pomocí softwaru CaryWinUV, 
exportována do Excelu a následně vyhodnocena. 
 
 




5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Rozpustnost gelů 
Tab. 2: Hodnoty pH (HCl) rozpustnosti hydrogelů HyA-CTAB 
hodnota pH roztoku HCl rozpustnost s časem 
0,4 rozpuštěno ihned 
0,5 rozpuštěno ihned 
0,6 rozpuštěno ihned 
0,9 rozpuštěno během několika minut 
1,3 rozpuštěno během několika minut 
1,6 nerozpuštěno ani během 24 hodin 
2,1 nerozpuštěno ani během 24 hodin 
2,8 nerozpuštěno ani během 24 hodin 
3,1 nerozpuštěno ani během 24 hodin 
4,0 nerozpuštěno ani během 24 hodin 
 
Při sledování stability připravených hydrogelů bylo úkolem stanovit optimální hodnotu pH 
roztoku HCl, při které dochází k rozkladu gelu. Přidáním roztoku HCl ke vzorku gelu dochází 
k jeho rozložení díky probíhající kyselé hydrolýze, kdy dochází k rozkladu hyaluronanu na 
menší fragmenty. U vzorků připravených hydrogelů byla pozorována doba, za jakou dochází 
k rozkladu gelu a zároveň byla zjišťována nejnižší hodnota pH HCl, při které se gel rozpustí 
v rozumném časovém horizontu, tak abychom systém okyselily co nejméně a vyhnuly se tak 
případnému narušení struktury systému a ovlivnění sondy. Optimální hodnotu pH bylo 
potřeba naleznout kvůli dalším experimentům měření absorbance u připravených vzorků gelů, 
kdy je potřeba pro měření mít čiré roztoky. Z výsledků, které jsou uvedeny v tabulce 2 je 
zřejmé, že pro další experimenty rozpuštění gelů byly používány roztoky HCl o pH 
s hodnotou 1,3. Měření bylo provedeno na pH metru Mettler Toledo. 
 
Obr. 14:  Fotografie přípravy gelů, na které jsou viditelné lehce zabarvené narůžovělé, 





Obr. 15: Fotografie zachycuje obrázek z pokusů hydrolýzy hyaluronanu u připravených 
hydrogelů, kde jsou vidět jak čiré roztoky s rozpuštěnými gely (hodnota pH byla nižší jak 1,3) 
tak i zakalené roztoky s nerozloženými gely (hodnota pH byla vyšší jak 1,3). 
5.2 Postup rozpouštění připravených gelů 
Při úpravě vzorků gelů s proměnnými koncentracemi sudánové červeně pro 
spektrofotometrické měření byly v průběhu navrženy dva postupy. U prvního postupu jsme 
chtěli vzorky gelů přímo rozpustit ve vialkách v roztoku HCl o definované stanovené hodnotě 
pH. Koncentrace solutu sudánové červeně byla spočítána v konečném objemu 3 ml a tento 
objem byl odměřen v každé vialce zvlášť a označen ryskou. Vzhledem k tomu, že objemy 
vysrážených gelů pomocí hyaluronanu dosahovaly sami o sobě téměř objemu 3 ml ještě před 
samotným rozpouštěním v HCl (jak je vidět na obrázku 16), byl navržen postup vysušení gelů 
před samotným rozpouštěním. Vzorky byly sušeny nejprve volně při laboratorní teplotě po 
dobu asi 24 hodin, poté v sušárně při teplotě 60 °C po dobu pěti hodin. Vysušené gely jsou 
zachyceny na obrázku 17. Tímto postupem přípravy vzorků bychom se vyhnuli i případné 
objemové chybě. Bohužel touto cestou připravené vzorky vznikaly zakalené (obr. 18), tudíž 
bylo naprosto vyloučené měření solubilizované sudánové červeně v gelech pomocí UV-VIS  
spektrofotometrie. Gely po sušení buď nepodlehly kyselé hydrolýze a rozkladu na menší 
fragmenty a docházelo tak ke vzniku zakalených roztoků nebo odstraněním vody došlo ke 
změnám v jejich struktuře a chování a vzniklý zákal mohl být tvořen suspenzí částic. Dalším 
zkoumání vzorky vysušených gelů nebyly podrobeny, protože to nebylo součástí našich 
experimentů. Vzorky proto musely být připraveny znovu ve větším konečném objemu. 
 
Obr. 16: Fotografie připravených gelů po odstranění supernatant s proměnnou 
koncentrací sudánové červeně, kdy jejich objem dosahoval téměř rysky označené 




Obr. 17: Fotografie vysušených gelů, které přilnuly ke skleněné vialce. 
 
Obr. 18: Fotografie zachycuje zakalené roztoky z pokusů rozkladu gelů pomocí roztoku 
HCl, které byly před samotným rozpuštěním vysoušeny. Takto vysušené vzorky 




5.3 UV-VIS spektrometrie 
Obr. 19: Naměřená absorpční spektra pro vzorky rozložených gelů s proměnou koncentrací 
sudánové červeně 10-6 až 10-4 mol.l-1. 
Obr. 19 zobrazuje závislost absorbance na vlnové délce pro vzorky gelů, s proměnou 
koncentrací sudánové červeně 10-4 až 10-6 mol.l-1 rozpuštěných v HCl o pH 1,3. Absorpční 
spektra byla měřena na spektrofotometru Cary50Probe v rozsahu 300 až 800 nm. Naměřená 
data byla získána v programu CaryWinUV a exportována do excelu, kde byla zpracována. 
Tato metoda je založena na absorbanci záření různě koncentrovaným roztokem sudánové 
červeně. Sledovaná maxima absorbancí se pohybují kolem hodnoty vlnové délky 500 nm, což 
odpovídá i červenooranžovému zabarvení vzorků. Naměřená data mají charakteristický 
průběh pro všechny hodnoty koncentrací SČ. Hodnota absorbance s rostoucí vlnovou délkou 
postupně roste, a to až do hodnoty okolo 500 nm, kde nastává tzv. absorpční maximum a 
absorbance opět nejprve pozvolna klesá až k hodnotě okolo 530 nm, kde je pravděpodobně 
načtené ve spektru druhé maximum, a následuje prudký pokles absorbance. S rostoucí 
koncentrací sudánové červeně v roztoku dochází při vlnové délce maxima ke zvyšování 
absorbance. Nárůst absorbance je zde přímo úměrný nárůstu koncentrace. Měření bylo 
provedeno, abychom zjistili v jakém rozmezí koncentrací sudánové červeně je potřeba vzorky 
připravovat, tak aby koncentrace byla detekovatelná daným přístrojem. Ideální hodnoty jsou 
řádově v desetinách až okolo hodnoty 1, vyšší hodnoty bývají málo přesné, protože může 
docházet ke zkreslení výsledků vlivem vnitřního filtračního efektu. Vzhledem k tomu, že 
měření bylo spíše orientační a vzorky byly v průběhu měření ředěny a koncentrace 
neodpovídají přesným hodnotám koncentrací, pro přípravu vzorku pro měření kalibrační 
křivky bylo použito ještě nižších koncentrací (protože byla předpokládaná vyšší absorbance, 















Obr. 20: Fotografie ze solubilizačních experimentů. První obrázek zachycuje různě 
koncentrované roztoky sudánové červeně v konstantní koncentraci tenzidu před samotným 
vznikem gelů, na druhém obrázku už můžeme pozorovat na dně vialek vysrážené gely po 
přidání hyaluronanu. Roztoky jsou řazeny sestupně od nejvyšší koncentrace sudánové červeně 
10-4 až 10- 6mol.l-1, čemuž odpovídá i zbarvení roztoků a gelů. 
Výsledky, které jsou zobrazeny na obr. 20, kde dochází k vizualizaci sraženiny, vypovídají 
o schopnosti systému solubilizovat hydrofobní barvivo. Dochází k vzniku sraženiny, ve které 
je zadržena většina rozpuštěného barviva. Koncentrace tenzidu ve všech vzorcích samozřejmě 
přesahuje hodnotu CMC.  
5.4 Extinkční koeficienty 
Součástí práce bylo stanovit i vhodný postup měření kalibrační křivky a proto bylo potřeba 
naleznout i vhodné prostředí pro měření absorbance kalibračních standardů a případný vliv 
prostředí zohlednit. Jako prostředí byl zvolen roztok acetonu, etanolu a etanolu+HCl. Kvůli 
odlišnosti prostředí kalibračních standardů od prostředí vzorků rozpuštěných gelů se 
solubilizovanou SČ bylo potřeba naměřit absorpční spektra pro všechny rozdílná prostředí a z 
maxima jejich absorbance vypočítat extinkční koeficienty a zjistit do jaké míry je absorbance 
v roztoku HCl ovlivněna. Vzorky hydrogelu byly rozloženy kyselou hydrolýzou v roztoku 
HCl o pH 1,3. V tomto prostředí ale nelze připravit vzorky kalibračních standardů, protože 
v roztoku HCl nedochází k disociaci SČ a nelze ji v HCl rozpustit. A naopak hydrogel nelze 
rozložit v zásaditém prostředí. V roztoku HCl dochází k jeho kyselé hydrolýze a rozkladu na 
menší fragmenty, ale současně nedochází k rozkladu barviva, které je anionaktivní. Prostředí 
etanolu a acetonu bylo tedy voleno z  důvodu rozpustnosti sudánové červeně v tomto 
prostředí. Prostředí etanolu s HCl o pH roztoku 1,3 bylo voleno z důvodu, že vzorky 
připravených gelů, u kterých byla měřena absorbance, jsou rozloženy v prostředí HCl a tímto 
postupem jsme chtěli vyloučit vliv HCl na absorbanci. Extinkční koeficienty byly naměřeny 
pro dvě rozdílné koncentrace 5.10-6 mol.l-1 a 10-5 mol.l-1. Pro koncentraci 10-5 mol.l-1 SČ byly 
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měřeny vzorky v prostředí acetonu, etanolu a micel, pro koncentraci 5.10-6 mol.l-1 SČ byla 
absorbance měřena v prostředí acetonu, etanolu a micel v HCl o pH 1,3. Tímto způsobem 
jsme chtěli zároveň i ověřit, že koncentrace opravdu nemá vliv na hodnotu extinkčního 
koeficientu. 
 Extinkční koeficient pro koncentraci 10-5 mol.l-1 v prostředí acetonu, etanolu a 
micel 
  
Obr. 21: Naměřená absorpční spektra sudánové červeně o koncentraci  
10-5 mol.l-1SČ v prostředí acetonu, etanolu a micel. 
Na obrázku 21 jsou zobrazena absorpční spektra pro roztok sudánové červeně o neměnné 
koncentraci 10-5 mol.l-1 v prostředí acetonu, etanolu a micel. Absorpční spektra byla měřena 
na spektrofotometru v rozsahu 350 nm do 800 nm. U absorpčního spektra pro prostředí 
etanolu a micel dochází k malému posunu absorpčního pásu směrem k větším vlnovým 
délkám ve srovnání s prostředím acetonu. Absorpční pásy pro prostředí micel a etanolu jsou 
téměř totožné a rozdíl je nepatrný, čemuž odpovídá i hodnota vypočtených extinkčních 
koeficientů (Tab. 3). Z měření je tedy patrné, že prostředí micel nemá téměř žádný vliv na 
naměřené hodnoty absorbance a lze ho zaměnit za prostředí etanolu. Díky těmto získaným 
výsledkům bylo původním záměrem při vyhodnocování dat použít kalibrační křivku 

























Tab. 3: Extinkční koeficienty měřené a vypočtené pro hodnotu vlnové délky λ492 (aceton), λ502 
(etanol), λ505 (micely) 
 prostředí 
aceton etanol micely  
absorbance A 0,37 ± 0,01 
 
0,42 ± 0,01 
 
0,40 ± 0,01 
 
extinkční koeficient ε 
ε 
37 376 ± 470 
 
41 955 ± 1 049 
 
40 204 ± 892 
 
 
V předchozí tabulce jsou uvedeny průměrné hodnoty maxima absorbancí pro tři rozdílná 
prostředí - aceton, etanol, micely a k nim vypočtené extinkční koeficienty uvedeny 
s příslušnou chybou. Extinkční koeficient byl spočten na základě Lambert-Beerova zákona: 
A = ε∙c∙L, kde A je absorbance, c je molární koncentrace roztoku, ε je extinkční (absorpční) 
koeficient, který vyjadřuje míru absorpce látky při dané vlnové délce, a L je délka 
absorpčního prostředí. Hodnota ε je podmíněná konstanta charakteristická pro analyzovanou 
látku, která závisí na experimentálních (především přístrojových) podmínkách, proto je nutné 
ji určit za stejných experimentálních podmínek a na stejném přístroji, jaký byl použit pro 
měření vzorku. Další podmínkou je čirost a nízká koncentrace zkoumaných roztoků z důvodu 
eliminace vnitřního filtračního efektu. 
 Extinkční koeficienty pro koncentraci 5.10-6 mol.l-1 v prostředí acetonu, etanolu a 
micel v HCl 
 
Obr. 22: Naměřená absorpční spektra sudánové červeně o koncentraci  





















Obr. 22 zobrazuje absorpční spektrum pro roztok sudánové červeně s konstantní 
koncentraci 5.10-6 mol.l-1 v prostředí acetonu, etanolu a micel v HCl o pH 1,3. Absorpční 
spektra byla měřena na spektrofotometru v rozsahu od 350 nm do 800 nm. U absorpčního 
spektra pro prostředí micel v roztoku HCl dochází posunu absorpčního pásu směrem k větším 
vlnovým délkám oproti prostředí acetonu a etanolu. Jak je vidět z průběhu absorpčních 
spekter maxima pro absorbanci pro prostředí acetonu a etanolu se nachází kolem hodnoty 
vlnové délky 500 nm. Pro prostředí micel v HCl se hodnota maxima absorbance posouvá 
směrem k vyšším vlnovým délkám. V prostředí micel v HCl, ve kterém byly měřeny i vzorky 
gelů, dochází k ovlivnění naměřených hodnot absorbancí a proto je potřeba s tímto faktem 
počítat i při vyhodnocování solubilizovaného množství v gelech při porovnání s kalibrační 
křivkou. Dochází k posunu absorpčního maxima směrem k delším vlnovým délkám, který je 
označován jako batochromní posun. K posunu dochází s největší pravděpodobností díky 
polaritě HCl (π→π* přechody – dipolové interakce molekuly s molekulou polárního 
rozpouštědla vede ke snížení energie excitovaného stavu. Excitovaný stav je polárnější než 
základní stav. Velikost energetického přechodu mezi základním a excitovaným stavem se 
snižuje a dochází ke snížení energie π→π* přechodu. V důsledku toho dochází k 
batochromnímu posunu). 
Z těchto zjištěných hodnot byl navržen postup sestrojení kalibrační křivky v prostředí 
etanolu+HCl, kdy prostředí etanolu vykazuje stejné absorbance jako prostředí micel a vliv 
HCl nelze zanedbat a musí být zohledněn v kalibrační křivce.  
Tab. 4: Extinkční koeficienty měřené a vypočtené pro hodnotu vlnové délky λ491 (aceton), λ500 
(etanol), λ510 (micely+HCl) 
 prostředí 
aceton etanol micely v HCl 
absorbance A 0,18 ± 0,01 0,21 ± 0,01 0,23 ± 0,01 
extinkční koeficient ε 
ε 
36 325 ± 274 
 
42 990 ± 1 072 
 
46 958 ± 1 118 
 
 
Tabulka č. 4 uvádí naměřené hodnoty absorbancí pro různá prostředí a k nim vypočtené 
hodnoty extinkčních koeficientů s příslušnou vypočtenou chybou. Hodnota extinkčního 




5.5 Stanovení kalibrační křivky. 
 Kalibrační křivka v prostředí etanolu a HCl 
 
Obr. 24: Kalibrační křivka naměřená pro vzorky o známé koncentraci SČ v rozmezí 3.10-6 
až 9.10-6 mol.l-1 v prostředí etanolu a HCl. 
 Kalibrační křivka v prostředí CTAB+HyA+HCl 
 
Obr. 25: Kalibrační křivka naměřená pro vzorky o známé koncentraci SČ v rozmezí 3.10-6 
až 9.10-6 mol.l-1 v prostředí CTAB+HyA+HCl. 












































Obr. 24, 25 zobrazuje závislost absorbance na koncentraci kalibračních standardů. Pro 
sestrojení kalibrační křivky byla připravena sada standardních roztoků v rozmezí koncentrací 
sudánové červeně 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1. Kalibrační závislost je univerzální způsob, jak určit 
koncentraci neznámého vzorku. Závisle proměnnou je hodnota sledovaného signálu-
absorbance a nezávisle proměnnou je koncentrace analytu (SČ). Koncentrační rozmezí 
kalibrační křivky bylo voleno podle předchozích naměřených výsledků absorbance. 
Jednotlivé koncentrace byly voleny tak, aby pokryly koncentrační rozmezí vzorků. Pro 
vyloučení vnitřního filtračního efektu a jistotu, že výsledky nejsou zkreslené, byly vzorky 
kalibračních standardů připravovány v rozmezí nižších koncentrací, pro které byly naměřeny 
nižší hodnoty absorbance. Při vyšších koncentracích barevné látky v roztoku se může objevit 
odchylka od linearity, která je nazývána jako vnitřní filtrační efekt a je jedním z faktorů, který 
je schopen zkreslit přesnost naměřených dat, co se týče intenzity absorbance, protože může 
docházet k reabsorbci již emitovaného záření. Pro měření kalibrační křivky bylo nejprve 
zvoleno prostředí etanol s HCl o pH 1,3. U prostředí etanol+HCl se předpokládalo 
z naměřených extinkčních koeficientů, že bude vhodné pro naměření kalibrační křivky. 
Bohužel prostředí ovlivňuje naměřená data a zkresluje skutečné hodnoty naměřených 
koncentrací. Některé naměřené hodnoty absorbance u vzorků byly porovnáním s kalibrační 
křivkou mnohem nižší než v připravených standardech a solubilizace tak nabývala příliš 
nízkých hodnot okolo 30% V prostředí, ve kterém byly měřeny vzorky rozložených gelů, 
dochází pravděpodobně ke specifickým reakcím mezi jednotlivými komponenty a vliv 
prostředí nelze zanedbat a simulovat ho prostředím etanol+HCl, jak bylo původně zamýšleno. 
Pro stanovení kalibrační křivky byl navržen postup vytvoření totožného prostředí s prostředím 
měřených vzorků, abychom měli jistotu, že určená hodnota solubilizace není ovlivněna 
prostředím. Metoda stanovení kalibrační křivky tedy zahrnovala i samotnou přípravu gelů a 
jejich rozklad v roztoku HCl. Pro vyhodnocení solubilizační schopnosti byla nakonec tedy 
použita kalibrační křivka (obr. 25) pro vzorky sudánové červeně v prostředí 
CTAB+HyA+HCl. Toto prostředí je totožné s měřenými vzorky a výsledky tudíž nemohou 
být zkresleny vlivem prostředí.  
Jednotlivé získané body byly proloženy regresní přímkou, získaná rovnice regrese byla 
použita k vyhodnocení množství solutantu solubilizovaného v daném vzorku připraveného 
gelu. Chybové úsečky v grafech jsou označeny směrodatnou odchylkou, která udává rozptyl 
hodnot závisle proměnných kolem regresní přímky. 
5.6 Výpočet solubilizační schopnosti 
Byly připraveny vzorky gelů s proměnnou koncentrací sudánové červeně v rozmezí 3.10-6 
až 9.10-6 mol.l-1 pro měření koncentrace solubilizovaného barviva. Gely byly připraveny ze 
zásobních roztoků 2 % hmot. HyA a 200 mmol.l-1 CTAB. U rozložených gelů v roztoku HCl 
byla proměřena absorbance, výsledky byly vyhodnoceny a z rovnice lineární regrese byly 
odečteny hodnoty koncentrací sudánové červeně solubilizované v gelu. V tabulce č. 5 jsou 





 Účinnost solubilizace 
 
 Obr. 26: Graf závislosti koncentrace SČ solubilizované v gelu na koncentraci SČ 
v původním vzorku.  
 
Obr. 27: Graf závislosti účinnosti solubilizace připraveného gelu na koncentraci SČ 





































































původní koncentrace ve vzorku [mol.l-1]
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Závislost byla měřena pro připravené vzorky s proměnou koncentrací SČ v roztoku 
v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1. Jak je vidět z grafu (obr. 26) s rostoucí koncentrací 
v původním připraveném vzorku gelu roste i hodnota koncentrace solubilizované v gelu.  
Obr. 27 znázorňuje závislost účinnosti solubilizace na původní koncentraci SČ v připraveném 
vzorku gelu. Na základě kalibrační křivky byly vypočteny z naměřených hodnot absorbance 
pro jednotlivé vzorky neznámé hodnoty koncentrací SČ solubilizované ve struktuře gelu. 
Rovnice lineární regrese kalibrační křivky byla stanovena: y = 17589x-0,0021 s hodnotou 
spolehlivosti R = 0,9988. Kde proměnná y odpovídá naměřené hodnotě absorbance, nezávisle 
proměnná x označuje koncentraci připraveného roztoku. Vypočtené hodnoty solubilizované 
koncentrace a účinnosti solubilizace vyjádřené procentuálně jsou uvedeny v následujících 
tabulkách. Všechny následující hodnoty jsou uvedeny s příslušnou chybou, která je dána 
součtem chyby opakování jednotlivých měření a chyby, kterou je zatížena sama kalibrační 
křivka. 
Tab. 5: Hodnoty vypočtených koncentrací solubilizované SČ v připraveném gelu 
koncentrace sudánové červeně [mol.l-1] účinnost 
solubilizace [%] v připraveném vzorku gelu solubilizovaná v připraveném gelu 
3.10-6 2,16.10-6 ± 5,38.10-7 72,0 ± 17,9 
3,5.10-6 2,87.10-6 ± 3,67.10-7 82,1 ± 6,0 
4.10-6 3,02.10-6 ± 4,93.10-7 75,5 ± 12,3 
4,5.10-6 3,50.10-6 ± 4,41.10-7 77,9 ± 9,8 
5.10-6 3,91.10-6 ± 4,41.10-7 78,2 ± 18,4 
5,5.10-6 4,20.10-6 ± 9,20.10-7 76,5 ± 15,4 
6.10-6 4,43.10-6 ± 3,47.10-7 73,9 ± 5,8 
6,5.10-6 5,20.10-6 ± 4,95.10-7 80,0 ± 7,6 
7.10-6 5,77.10-6 ± 4,42.10-7 82,5 ± 6,3 
8.10-6 6,41.10-6 ± 5,32.10-7 80,1 ± 6,7 
9.10-6 7,05.10-6 ± 9,54.10-7 78,3 ± 10,6 
 
Jak je patrné z naměřených a vypočtených dat, se zvyšující se koncentrací sudánové 
červeně v připraveném roztoku se postupně zvyšuje i koncentrace SČ solubilizované ve 
vzorku gelu. Tímto byla ověřena i samotná schopnost solubilizace hydrofobního barviva 
gelem. Průměrná účinnost solubilizace, vyjádřená procentuálně, odpovídá hodnotě  
77,9 ± 10,6 %. Hydrogel je tedy schopný solubilizovat hydrofobní barvivo (sudánová červeň) 
s poměrně vysokou účinností. Jako modelový vzor, který simuluje běžně nerozpustné polární 
léčivo lze předpokládat, že systém by se dal určitě využít v oblasti cílených nosičů léčiv navíc 





Obr. 28: Fotografie z přípravy vzorků gelů na měření absorbance. Na první fotografii 
můžeme pozorovat na dně vialek vysrážené gely vzniklé přidáním hyaluronanu k roztoku 
sudánové červeně v tenzidu CTAB. Druhá fotografie zachycuje samotné gely po odstranění 
supernatantu. Na třetí fotografii už jsou rozpuštěné gely pomocí roztoku HCl, které sloužily 
k měření absorbance a zjištění hodnoty solubilizovaného barviva v samotném gelu. Roztoky 




5.7 Vliv molekulové hmotnosti HyA na solubilizaci 
 Závislost absorbance SČ na koncentraci pro gely s různými molekulovými 
hmotnostmi HyA 
Obr. 30: Graf závislosti koncentrace SČ solubilizované v gelu na koncentraci SČ v původním 
vzorku pro HyA o třech molekulových hmotnostech - 0,341; 0,936; 1,669 MDa. 
Byl sledován vliv molekulové hmotnosti HyA na solubilizační schopnost gelu. Byla 
připravená koncentrační řada gelů s proměnnou koncentrací SČ v rozmezí 3.10-6 až  
9.10-6 mol.l-1 pro HyA o třech molekulových hmotnostech, a to 0,341 MDa, 0,936 MDa a 
1,669 MDa. Jak je patrné z grafu (obr. 30) vliv molekulové hmotnosti na solubilizační 
schopnosti je nepatrný. Vypočtené množství solubilizovaného barviva v gelu pro HyA o 
různé molekulové hmotnosti je uveden v tabulce 6. Gely s použitým HyA o vyšší molekulové 
hmotnosti na základě pozorování hůře tekly při nahnutí vialky.  
Z výsledků je jasné, že molekulová hmotnost HyA nemá zásadní vliv na množství 
solubilizované látky. Účinnost solubilizace v gelu s Mw(HyA) = 0,936 MDa byla 63,0 ± 5,7 % 
a pro Mw(HyA) = 1,669 MDa byla 62,8 ± 5,6 %. Hodnoty účinnosti solubilizace pro gel 
připravený z HyA o Mw = 0,341 MDa jsou uvedeny v předchozí kapitole. Vliv molekulové 
















































Tab. 6: Množství solubilizovaného barviva SČ pro gely připravené z HyA o různé hodnotě  
Mw - ; 0,936; 1,669 MDa 
 
koncentrace sudánové červeně [mol.l-1] 
v připraveném 
vzorku gelu 
solubilizované ve vzorku gelu 
Mw(HyA) = 936 kDa Mw(HyA) = 1669 kDa 
3.10-6 1,67.10-6 ± 3,23.10-7 1,60.10-6 ± 3,12.10-7 
4.10-6 2,65.10-6 ± 2,82.10-7 2,65.10-6 ± 2,84.10-7 
5.10-6 3,42.10-6 ± 4,00.10-7 3,44.10-6 ± 3,70.10-7 
6.10-6 4,08.10-6 ± 1,88.10-7 4,31.10-6 ± 1,58.10-7 
7.10-6 5,65.10-6 ± 2,27.10-7 5,76.10-6 ± 2,42.10-7 
8.10-6 7,04.10-6 ± 2,10.10-7 6,85.10-6 ± 2,31.10-7 
9.10-6 7,77.10-6 ± 4,36.10-7 7,42.10-6 ± 5,13.10-7 
 
Tab. 7: Účinnost solubilizace vyjádřené v procentech pro gely připravené z HyA o Mw=0,936 
a 1,669 MDa 
koncentrace SČ v připraveném 
vzorku gelu [mol.l-1] 
Mw = 0,936 MDa Mw = 1,669 MDa 
3.10-6 55,7 ± 10,8 % 53,3 ± 10,4 % 
4.10-6 66,3 ± 7,0 % 66,3 ± 7,1 % 
5.10-6 68,4 ± 8,0 % 68,8 ± 7,4 % 
6.10-6 68,0 ± 3,1 % 71,8 ± 2,6 % 
7.10-6 80,7 ± 3,2 % 82,3 ± 3,5 % 
8.10-6 88,1 ± 2,6 % 85,6 ± 2,9 % 
9.10-6 86,3 ± 4,8 % 82,4 ± 5,7 % 
 
5.8 Vliv prostředí na solubilizaci 
U koncentrační řady SČ v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 pro HyA o dvou molekulových 
hmotnostech, a to 0,936 MDa a 1,669 MDa byl sledován vliv prostředí na solubilizační 
schopnosti. Jako prostředí byla místo 0,15 M NaCl použita voda (Mili-Q). Ve vodném 
prostředí dochází k tvorbě velkých bílých sraženin, které se neusazují na dvě vialek a 
nepřecházejí v gelovou formu, jak je typické v prostředí NaCl. Prostředí NaCl má tedy 
jednoznačný vliv na solubilizační schopnosti a tvorbu gelů. V prostředí NaCl dochází 
k solubilizaci SČ, ve vodném prostředí vznikají bílé sraženiny, kdy u některých už na první 
pohled nedochází k solubilizaci barviva vůbec a to zůstalo přilnuté na skleněné vialce, u 
některých sraženin vypadá, že došlo k nepatrné solubilizaci, ale spíše to přisuzuji pouhému 
obarvení povrchu sraženiny sudánovou červení (obr. 31). Bohužel solubilizace přímo nešla 
změřit, protože nešlo vzorky oddělit od vialek se sudánovou červení a rozpuštěním ve 
vialkách bychom získali hodnoty sudánové červeně ve vialce, ale ne solubilizované vně 
sraženiny. Pravděpodobně se jedná o sraženiny tenzidu. K solubilizaci v tomto prostředí 
nedochází z toho důvodu, že hodnota CMC pro CTAB ve vodném prostředí je až o řád vyšší 
než v prostředí NaCl. Fyziologické prostředí tedy snižuje hodnotu kritické micelární 




Obr. 31: Na obrázku jsou vidět velké kusy bílých sraženin, které se vytváří v prostředí vody. 
Roztoky byly připraveny pro koncentrace SČ v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1. 
5.9 Vliv koncentrace hyaluronanu na solubilizaci 
 Závislost solubilizace na koncentraci HyA 
 Obr. 32: Graf závislosti koncentrace SČ solubilizované v gelu na koncentraci SČ v původním 
vzorku pro gely připravené z 2%, 4%, 6% HyA o různých molekulových hmotnostech HyA 
Jak je vidět na obrázku 32, který znázorňuje vliv koncentrace HyA na solubilizované 
množství SČ v gelu, se zvyšující koncentrací SČ v původním připraveném vzorku se zvyšuje i 
koncentrace SČ solubilizovaná ve vzorku, a to pro všechny připravené vzorky o různých 
molekulových hmotnostech i koncentraci HyA. Z grafu je zřejmé, že koncentrace HyA 
v připraveném gelu ovlivňuje i solubilizované množství SČ. Se zvyšující se koncentrací HyA 
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solubilizaci neovlivňuje. K tvorbě gelu docházelo pro všechny použité koncentrace 
hyaluronanu. Se zvyšující se koncentrací HyA vznikalo i větší množství gelu, jak je vidět na 
obrázku 33. Gely s vyšší koncentrací HyA vykazovaly známky nižší tekutosti. V některých 
případech, a to zejména pro 6% HyA, byl gel tak tuhý, že ani nevykazoval vlastnosti kapaliny 
a netekl, jak bylo typické pro gely připravené z 2% HyA. Zvýšení účinnosti solubilizace 
s koncentrací HyA bude pravděpodobně zapříčiněno vznikem většího množství gelu, ke 
kterému dochází díky vzniku většího množství vazebných míst mezi HyA (respektive mezi 
COO- skupinami hyaluronanu) a micelami ve vznikajícím gelu. Pro sudánovou červeň tak 
vzniká větší množství prostoru, kde se může inkorporovat uvnitř gelu. V následujících 
tabulkách je přehled solubilizovaného množství sudánové červeně pro gely o různé 
molekulové hmotnosti a koncentraci HyA a účinnosti solubilizace vyjádřené v procentech. 
Průměrná účinnost solubilizace pro gel připravený z 2% HyA o Mw = 0,936 je 72,0 ± 5,9 %, 
z 2% HyA o Mw = 1,669 MDa je  71,6 ± 6,2 %, ze 4 % HyA o Mw = 0,936 MDa je 
83,3 ± 5,7 %, ze 4 % HyA o Mw = 1,669 MDa je 81,0 ± 7,8 %, z 6 % HyA o Mw = 0,936 MDa 
je 91,6 ± 5,8 %, z 6 % HyA o Mw = 1,669 MDa je 91,8 ± 5,8 %. 
Tab. 8: Množství solubilizované SČ vyjádřené v mol.l-1, pro gel připravený z 2 %  HyA 
 
koncentrace sudánové červeně [mol.l-1] 
v původním vzorku 
gelu 
solubilizované ve vzorku gelu 
Mw = 936 kDa Mw = 1669 kDa 
3.10-6 1,54.10-6 ± 3,1.10-7 1,47.10-6 ± 4,2.10-7 
4.10-6 2,56.10-6 ± 2,8.10-7 2,55.10-6 ± 2,7.10-7 
5.10-6 3,34.10-6 ± 4,1.10-7 3,36.10-6 ± 4,0.10-7 
6.10-6 4,02.10-6 ± 1,8.10-7 4,25.10-6 ± 1,8.10-7 
7.10-6 5,62.10-6 ± 2,8.10-7 5,74.10-6 ± 2,3.10-7 
8.10-6 7,05.10-6 ± 2,9.10-7 6,85.10-6 ± 2,6.10-7 
9.10-6 7,79.10-6 ± 4,6.10-7 7,43.10-6 ± 4,6.10-7 
 
Tab. 9: Množství solubilizované SČ vyjádřené v mol.l-1 pro gel připravený ze 4 %  HyA 
koncentrace sudánové červeně [mol.l-1] 
v původním vzorku 
gelu 
solubilizované ve vzorku gelu 
Mw = 936 kDa Mw = 1669 kDa 
3.10-6 2,22.10-6 ± 2,9.10-7 2,17.10-6 ± 3,0.10-7 
4.10-6 3,34.10-6 ± 2,9.10-7 3,27.10-6 ± 2,7.10-7 
5.10-6 4,00.10-6 ± 3,7.10-7 3,46.10-6 ± 4,6.10-7 
6.10-6 5,21.10-6 ± 1,8.10-7 5,25.10-6 ± 8,1.10-7 
7.10-6 5,88.10-6 ± 3,0.10-7 6,07.10-6 ± 2,8.10-7 
8.10-6 7,39.10-6 ± 2,8.10-7 6,95.10-6 ± 4,3.10-7 





Tab. 10: Množství solubilizované SČ vyjádřené v mol.l-1 pro gel připravený z 6 %  HyA 
koncentrace sudánové červeně [mol.l-1] 
v původním vzorku 
gelu 
solubilizované ve vzorku gelu 
Mw = 936 kDa Mw = 1,669 kDa 
3.10-6 2,52.10-6 ± 2,9.10-7 2,67.10-6 ± 3,3.10-7 
4.10-6 3,52.10-6 ± 2,9.10-7 3,61.10-6 ± 2,8.10-7 
5.10-6 4,68.10-6 ± 4,3.10-7 4,06.10-6 ± 3,9.10-7 
6.10-6 5,82.10-6 ± 1,7.10-7 5,93.10-6 ± 1,8.10-7 
7.10-6 6,79.10-6 ± 2,3.10-7 6,91.10-6 ± 2,4.10-7 
8.10-6 7,38.10-6 ± 2,6.10-7 7,54.10-6 ± 2,1.10-7 
9.10-6 8,57.10-6 ± 4,9.10-7 8,65.10-6 ± 4,9.10-7 
 
Tab. 11: Účinnost solubilizace vyjádřená procentuálně pro gely připravené z 2 %, 4 % a 
6 % HyA o dvou molekulových hmotnostech HyA 0,936 a 1,669 MDa  
účinnost solubilizace [%]pro původní koncentrace ve vzorku v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 













51,4 ± 10,2 49,0 ± 14,0 70,3 ± 9,6 68,5 ± 10,1 80,4 ± 9,7 85,6 ± 11,1 
63,8 ± 7,1 63,8 ± 6,7 81,4 ± 7,3 79,6 ± 6,7 86,0 ± 7,4 88,3 ± 7,0 
66,8 ± 8,2 67,2 ± 8,0 78,7 ± 7,4 67,6 ± 9,2 92,5 ± 8,6 79,9 ± 7,6 
67,0 ± 3,0 70,9 ± 3,0 86,3 ± 3,0 86,9 ± 13,6 96,7 ± 2,8 98,5 ± 3,0 
80,3 ± 4,0 82,0 ± 3,2 83,76 ± 4,
3 
86,5 ± 4,0 97,1 ± 3,3 98,8 ± 3,4 
88,1 ± 3,6 85,7 ± 3,3 92,6 ± 3,5 87,0 ± 5,4 92,5 ± 3,3 94,5 ± 2,7 




Obr. 33: Na první fotografii je zachycen gel připravený ze 4 % HyA o Mw=1,669 MDa, na 
druhé jsou vidět samotné gely po odstranění supernatantu. Porovnáním s gely připravenými 
z 2% HyA vzniká větší množství gelu s nižší tekutostí. Gely jsou připraveny pro koncentrační 
řadu SČ v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1. 
5.10 Stárnutí gelů 
U veškerých připravených vzorků gelů byla měřena absorbance na UV-VIS spektrometru a 
vypočítána solubilizace hned druhý den. Byly připraveny vzorky o čtyřech koncentracích 
sudánové červeně- 10-6, 5.10-5, 10-5, 10-4 mol.l-1. Gely byly připraveny ze zásobních roztoků a 
nechaly se volně stát v digestoři po dobu šedesáti dnů a následně byla u vzorků měřena 
absorbance a byl sledován vliv stárnutí gelů na účinnost solubilizace. 
Tab. 10: Naměřené hodnoty absorbancí na UV-VIS spektrometru pro gely měřené druhý den 
a po šedesáti dnech 
původní koncentrace SČ 
ve vzorku gelu [mol.l-1] 
absorbance 
měřeno druhý den měřeno po 60 dnech 
10-6 0,032 ± 0,001 0,022 ± 0,003 
5.10-5 0,050 ± 0,005 0,043 ± 0,002 
10-5 0,101 ± 0,008 0,080 ± 0,001 
10-4 0,512 ± 0,001 0,401 ± 0,002 
 
Hodnoty vyšších koncentrací a jejich větší rozsah byly vybrán záměrně, aby byl případný 
rozdíl výrazný a nedal se přisoudit případné objemové chybě nebo nepřesnosti měření. 
Výsledky jsou zde proto uvedeny v naměřených hodnotách absorbancí, protože se řádově 
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pohybujeme s koncentracemi mimo kalibrační křivku. Jak je zřejmé z hodnot naměřených 
absorbancí, hodnota byla vyšší pro gely měřené hned druhý den než pro gely, které se nechaly 
volně stát v digestoři po dobu šedesáti dnů. Trend poklesu absorbance pro starší gely je 
opačný než jsem očekávala. Předpokládala jsem, že s časem bude vzrůstat počet spojů, bude 
se vytvářet pevnější struktura a tím se zvýší i množství solubilizovaného barviva, ale výsledky 
tomu tak nenasvědčují. Během dvou měsíců může docházet ke specifickým reakcím. Možná, 
že pokles absorbance a tím i solubilizovaného množství barviva v gelu může souviset s tím, 
že síťovitá struktura gelu se časem smršťuje a část původní kapaliny z gelu vytéká 
(tzv.synereze). V kapalině uvnitř gelu se může nacházet i barvivo, které není přímo 
solubilizováno strukturou gelu, ale je pouze součástí kapaliny přítomné uvnitř gelu. S časem 
je část původní kapaliny vytlačována a od gelu se odmísí. Pak je potřeba se tedy zamyslet nad 
tím, zda je lepší touto navrženou cestou měření solubilizovaného množství pomocí UV-VIS 
spektrometrie měřit vzorky gelů ihned nebo po čase, abychom zjistili skutečnou hodnotu 
solubilizované látky v gelu. Pokles může být ale také způsoben například tím, že časem 
v rámci ustavení rovnováhy může část micel přecházet zpět do roztoku a tím se již 
solubilizované barvivo může zase odmísit. Naměřené hodnoty poklesu absorbance a tím tedy 
i solubilizované SČ uvnitř gelu dosahují poměrně malých hodnot, což svědčí o dobré 
udržitelnosti barviva gelu. Tato část experimentu by si jistě zasloužila i samostatné 
podrobnější zkoumání, které by mohlo vést k jednoznačným výsledkům a přesněji vysvětlit 
pokles solubilizovaného množství s časem. 
5.11 Maximální solubilizace 
Maximální možné množství SČ, který je gel schopen solubilizovat bylo měřeno ze vzorku 
gelu z nepředsolubilizovanou sudánovou červení. Gel byl připraven z 2 % hmot. roztoku 
HyA. Z vialky bylo odebráno přesně definované množství gelu, které bylo rozpuštěno 
v přesně definovaném množství roztoku HCl a byla proměřena absorbance na UV-VIS 
spektrofotometru. Z naměřené hodnoty absorbance bylo odečtením z rovnice lineární regrese 
vypočteno maximální množství, který je schopen hydrogel solubilizovat. Hodnota byla 
vypočtena na 6,39.10-3 ± 3,58.10-5 mol.l-1. Měřením jsme si ověřili, že při našich měřeních se 






Byla provedena rešerše na téma využití hydrogelu na bázi polyelektrolyt-tenzid s ohledem 
na budoucí použití v oblasti cílených nosičů léčiv, a to s využitím jejich solubilizačních 
vlastností. Metoda UV-VIS spektrometrie se ukázala být vhodnou metodou pro charakterizaci 
solubilizačních schopností hydrogelů. Použitý solutant byla sudánová červeň, který simuluje 
běžně nerozpustné nepolární léčivo a sloužila jako modelová molekula. Dále pro bližší 
zkoumání byl vybrán systém kationaktivní tenzid CTAB - hyaluronan. Pro tento systém byla 
stanovena celá metodika definování solubilizovaného množství pomocí UV-VIS 
spektrometrie a dále byly provedeny doplňující experimenty vlivu podmínek na přípravu 
hydrogelů, vlivu prostředí, molekulové hmotnosti a koncentrace HyA a vliv stárnutí na 
schopnost solubilizace gelu. 
Jako polyanion byla vybrána sodná sůl kyseliny hyaluronové s různými molárními 
hmotnostmi. Jako tenzid byl vybrán kationaktivní cetyltrimetylamonium bromid (CTAB). 
Kationaktivní tenzid byl vybrán s ohledem na opačný náboj molekul, kdy se předpokládá 
nejsilnější interakce. Vlastnosti daných systémů byly zkoumány v prostředí vody nebo 
v prostředí roztoku NaCl o koncentraci 0,15 mol.l-1. Výsledky naměřené se sudánovou 
červení potvrzují schopnost solubilizace hydrogelu. 
Byly navrženy experimenty pro určení účinnosti solubilizace hydrogelu pomocí UV-VIS 
spektrometrie. Nejprve byla nalezna vhodná hodnota pH roztoku HCl pro rozklad 
připravených gelů a jejich přípravu na měření na spektrometru, kde je potřeba mít čiré 
roztoky. Optimální hodnota pH pro hydrolýzu gelů byla 1,3. Tato hodnota byla nejvyšší (a 
systém jsme tudíž okyselily co nejméně), při které se gely rozložily v relativně krátkém čase. 
Veškeré připravené gely byly podrobeny rozkladu kyselou hydrolýzou roztokem HCl o 
pH = 1,3. 
Byly připraveny gely s proměnnou koncentrací sudánové červeně 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 
v prostředí 0,15 M NaCl k sestavení kalibrační křivky. V průběhu měření kalibrační křivky 
docházelo k úpravám či změnám navržených postupů v důsledku problémů s kterými jsme se 
během měření potýkali a jsou vysvětleny v kapitole výsledky a diskuze. Takto připravené 
vzorky gelů, bez odstranění supernatantu byly rozpuštěny ve zředěném roztoku HCl o pH 1,3 
a byla měřena jejich absorbance na UV-VIS spektrometru. Z těchto naměřených hodnost byla 
sestavena kalibrační křivka, jejíž rovnice lineární regrese y = 17589x-0,0021 sloužila k určení 
solubilizačních schopností dalších připravených vzorků. 
Porovnáním naměřených hodnot absorbancí pro gely připravené z HyA o různé molekulové 
hmotnosti nebyl zaznamenán významný vliv Mw na účinnost solubilizace. Solubilizace byla 
měřena pro gely s proměnnou koncentrací SČ v rozmezí 3.10-6 až  
9.10-6 mol.l-1 a pro HyA o třech molekulových hmotnostech - 0,341; 0,939; 1,669 MDa. Gely 
s použitým HyA o vyšší molekulové hmotnosti vykazovaly známky nižší tekutosti. 
Maximální rozdíl v solubilizovaném množství nabývá hodnot 7,47.10-7 mol.l-1 a to pro gely o 
Mw = 0,341 a 0,936 MDa a koncentraci SČ 9.10-6 mol.l-1. Účinnost solubilizace v gelu 
s Mw(HyA) = 0,936 MDa byla 63,0 ± 5,7 % a pro Mw(HyA) = 1,669 MDa byla 62,8 ± 5,6 %. 
Vliv molekulové hmotnosti HyA na účinnost solubilizace je tedy téměř zanedbatelný. 
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Měřeními bylo dále prokázáno, že se zvyšující se koncentrací HyA v připraveném gelu se 
zvyšuje hodnota koncentrace solubilizované SČ a tedy i účinnost solubilizace. Měření bylo 
provedeno u vzorků gelů připravených pro koncentrační řadu SČ (3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1) a 
pro proměnnou koncentraci roztoku HyA, a to 2, 4, 6 %. Výsledky nám mimo jiné opět 
potvrdily, že molekulová hmotnost HyA solubilizaci neovlivňuje. K tvorbě gelu docházelo 
pro všechny koncentrace hyaluronanu. Se zvyšující se koncentrací HyA docházelo k vzniku 
většího množství gelu. Gely s vyšší koncentrací HyA vykazovaly známky nižší tekutosti 
Průměrná účinnost solubilizace pro gel připravený z 2% HyA o Mw = 0,936 je 72,0 ± 5,9 %, 
z 2% HyA o Mw = 1,669 MDa je  71,6 ± 6,2 %, z 4 % HyA o Mw = 0,936 MDa je 
83,3 ± 5,7 %, z 4 % HyA o Mw = 1,669 MDa je 81,0 ± 7,8 %, z 6 % HyA o Mw = 0,936 MDa 
je 91,6 ± 5,8 %, z 6 % HyA o Mw = 1,669 MDa je 91,8 ± 5,8 %. Zvýšení účinnosti 
solubilizace s koncentrací HyA bude pravděpodobně zapříčiněno vznikem většího množství 
gelu, ke kterému dochází díky vzniku většího množství vazebných míst mezi HyA a micelami 
ve vznikajícím gelu. Pro SČ tak vzniká větší množství prostoru, kde se může solubilizovat.  
Ze vzorků připravených v prostředí vody je jasné, že vliv prostředí na účinnost solubilizace 
je významný. Byly připraveny koncentrační řady SČ v rozmezí 3.10-6 až 9.10-6 mol.l-1 pro 
HyA o dvou molekulových hmotnostech, a to 0,936 MDa a 1,669 MDa. Vliv prostředí určitě 
nelze zanedbat a má na solubilizaci a i vlastní tvorbu gelové formy zásadní vliv. V prostředí 
vody nedošlo vůbec k vzniku gelu, ale velkých bílých sraženin, u kterých s největší 
pravděpodobností k žádné solubilizace nedocházelo, a to z toho důvodu, že hodnota CMC pro 
CTAB ve vodném prostředí je až o řád vyšší než v prostředí NaCl. Fyziologické prostředí 
tedy snižuje hodnotu kritické micelární koncentrace tenzidu a iontová síla ovlivňuje i 
solubilizaci. 
Nabízí se otázka, zda i stárnutí gelů nějakým způsobem může ovlivnit solubilizaci. Pro 
vzorky u nichž byla měřena absorbance po šedesáti dnech porovnáním s vzorky, kde byla 
měřena druhý den nelze přehlédnout snížení koncentrace solubilizované SČ. Je možné, že 
pokles solubilizovaného množství barviva v gelu může souviset se synerezí, která se 
stárnutím gelů probíhá a tím může docházet k odmísení barviva, které bylo součástí kapaliny 
přítomné v gelu. Bližší zkoumání tohoto systému by určitě mohlo objasnit přesněji čím je to 
způsobeno. 
Závěrem lez konstatovat, že zadané cíle diplomové práce byly splněny. Práce poskytla širší 
přehled o určení účinnosti solubilizace hydrogelu a o vlivu podmínek přípravy, stárnutí gelů, 
molekulové hmotnosti a koncentraci HyA na solubilizační vlastnosti. Výsledky práce 
potvrzují fakt, že podmínky přípravy daného systému jsou důležité pro jeho solubilizační 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Použité zkratky 
Zkratka význam zkratky 
HK hyaluronová kyselina 
HyA hyaluronan 
CMC kritická micelární koncentrace 
CTAB cetyltrimethylammonium bromide 
PEC hydrogel hydrogel na bázi polyelektrolytu 
SČ sudánová červeň 
CD44, RHAMM receptory HyA 
CTAT cetyltrimethylammonium tosylát 
SDS dodecylsulfát sodný 
T80 polyethylene glykol sorbitan monolaurate 
PAL povrchově aktivní látka 
 
ECM extracelulární matrix 
 
8.2 Použité symboly 
symbol Význam jednotka 
M molární hmotnost g.mol-1 
Da Dalton g.mol-1 
C Koncentrace mol.l-1 
A Absorbance  
Ε molární absorpční koeficient L.cm-1.mol-1 
Λ vlnová délka  





9 SEZNAM PŘÍLOH 
Příloha1:  Práce na UV-VIS spektrofotometru 
Příloha 2:   MinishakerNástavec pro měření na spektrometru pro kyvetu 
Příloha 3:  Nástavec pro měření na spektrometru pro kyvetu 
Příloha 3:  pH metr 
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